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RESUMEN

El maiz (Zea mays subespecie mays) probablemente se domesticé hace alrededor de 9,000 afios
en la region central de la cuenca del Balsas, en las entidades federativas de Michoacan y
Guerrero, a partir del teocintle anual Zea mays ssp. parviglumis. La dispersion de este cultivo y
las técnicas regionales de agricultura tradicional posiblemente han promovido la diversificacion
en razas y la adaptacion local. La seleccién divergente, una forma de seleccidén positiva que
genera la adaptacion local, posiblemente ha incrementado la diferenciacion genética de loci
especificos en el genoma del maiz. Este genoma tiene un tamafio de alrededor de 2.3 gigapares de
bases, las cuales estan repartidas en alrededor de 10 cromosomas. La identificacion de los
polimorfismos de nucleodtido (SNPs) candidatos a la seleccidn positiva y la determinacion de su
efecto en la diversidad y estructura genetica espacial del maiz son los objetivos de este estudio.
Los SNPs con alta diferenciacion genética se buscaron entre 41,299 marcadores de 169
individuos de 50 razas de la mayor parte de México. Los SNPs (153) con alta diferenciacion
(Fst>0.15) entre provincias biogeograficas se localizan mayormente en genes y las proteinas que
sintetizan se han caracterizado o tienen ortdlogos sinténicos con el sorgo (Sorghum bicolor). Es
posible que algunos de estos genes sean candidatos a la seleccidn positiva o su variacion genética
esté influida por barridos selectivos. A escala regional, las frecuencias alélicas de estos SNPs se
distribuyen en parches que en mayor medida corresponden a las provincias biogeograficas. La
interaccion entre la latitud y la altitud representa casi la mitad (11.4%) del porcentaje de varianza
explicado por estas provincias (23%). Ademas, la similitud de los genotipos individuales vecinos
hasta distancias de alrededor de 300 km, evaluados con SNPs (200) posiblemente neutrales
(Fs7<0.02), sugiere la presencia de un patron de aislamiento por distancia. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos con isoenzimas y microsatélites. Las presiones de seleccion
generadas por factores abidticos, bioticos externos y culturales, posiblemente varian entre
regiones. Algunos de estos factores que probablemente promueven la adaptacion local en el maiz
podrian ser la temperatura y la precipitacion, el tipo de suelo y la presencia o ausencia de ciertos

insectos y patdgenos.

Palabras Clave: adaptacion local, diferenciacion genética, maiz, México, SNPs.



ABSTRACT

Maize (Zea mays subspecies mays) was probably domesticated around 9,000 years ago in the
Central Balsas River Basin (in the states of Michoacdn and Guerrero) from the annual teosinte
Zea mays ssp. parviglumis. Maize dispersion and regional techniques of traditional agriculture
have probably promoted landrace diversification and local adaptation. Divergent selection, a type
of positive selection that generates local adaptation, has probably increased genetic
differentiation in specific loci of the maize genome. This genome has a size of around 2.3
gigabase pairs that are distributed in around 10 chromosomes. The objectives of this study
include the identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) that are positive selection
candidates and the determination of their effect on maize diversity and spatial genetic structure.
The search for SNPs with a large genetic differentiation was carried out on a panel of 41,299
markers from 169 individuals of 50 landraces from most of México. SNPs (153) with a large
differentiation (Fst>0.15) between biogeographic provinces are mostly located in genes and the
proteins they synthesize are characterized or have syntenic orthologs with sorghum (Sorghum
bicolor). It is possible that some of these genes are positive selection candidates or their genetic
variation is influenced by selective sweeps. At a regional scale, these SNPs allelic frequencies are
distributed in patches that mostly coincide with the biogeographic provinces. Latitude and
altitude interaction represents almost half (11.4%) of the variance percentage that is explained by
these provinces (23%). A pattern of isolation by distance is suggested by similar individual
genotypes until around 300 km that were evaluated with 200 probably neutral SNPs (Fsr<0.02).
These results coincide with those obtained with isozymes and microsatellites. Selective pressures
generated by abiotic, external biotic and cultural factors possibly vary between regions. Some of
these factors that probably promote local adaptation in maize could be temperature, precipitation,

soil type and the presence or absence of certain insects and pathogens.

Key Words: local adaptation, genetic differentiation, maize, México, SNPs



INTRODUCCION

México es el centro de origen y uno de los principales centros de diversificacion del maiz (Zea
mays subespecie mays; Kato et al. 2009). Este cultivo probablemente se domesticO hace
alrededor de 9,000 afios en la region central de la cuenca del Balsas, en las entidades federativas
de Michoacan y Guerrero, a partir del teocintle Zea mays ssp. parviglumis (Matsuoka et al.
2002a; Piperno et al. 2009; Ranere et al. 2009; van Heerwaarden et al. 2011). Es posible que el
maiz se dispersara rapido a otras regiones del pais, debido a que se han encontrado polen y
fitolitos (restos de origen vegetal mineralizados) antiguos en la costa del Golfo de México (7,300
afios; Pohl et al. 2007), en el valle de Tehuantepec y en las tierras altas de Oaxaca (6,300 afios;
Piperno y Flannery 2001). La dispersion en poco tiempo de este cultivo fue probablemente
promovida por el uso de las cuencas de los rios, como la del complejo hidrologico Tepalcatepec-
Balsas-Mexcala, como corredores bioldgicos y culturales para los grupos humanos durante el
Holoceno Temprano (que comenzd hace 11,700 afos; Zizumbo-Villarreal y Colunga-
GarciaMarin 2010). En la actualidad, el maiz es cultivado en la mayor parte de México y es

central en la alimentacion, la cultura y la economia de su sociedad (Kato et al. 2009).

La domesticacion es un proceso evolutivo continuo, mediado por la seleccion humana, que
en las plantas genera fenotipos favorables para el consumo humano y la agricultura pero
disminuye o elimina la capacidad de éstas para sobrevivir en condiciones naturales, volviéndolas
dependientes del hombre (Harlan 1992). La pérdida de diversidad genética del cultivo en
comparacion a su pariente silvestre, una consecuencia de este proceso, es el resultado de la

seleccion artificial y del cuello de botella genético (Tenaillon et al. 2004).

La seleccidn artificial ha reducido la diversidad en loci (lugares) especificos del genoma del
maiz como aquellos en donde se localizan genes que regulan los caracteres fenotipicos
distintivos, la calidad nutricional, la madurez y la productividad (Yamasaki et al. 2005; Wright et
al. 2005). Algunos de los caracteres fenotipicos que distinguen a este cultivo de los teocintles, sus
parientes silvestres, y que forman parte del sindrome de domesticacién (Hancock 2004) son el
tamafio, la morfologia y el nimero tanto de granos en cada mazorca como de mazorcas en cada
planta, la longitud de las ramificaciones y el nimero y localizacion de las espigas (Kato et al.

2009; Zizumbo-Villarreal y Colunga-GarciaMarin 2010). En cambio, el cuello de botella



genético disminuyo la diversidad en todo el genoma del maiz en comparacion a los teocintles y
esto probablemente fue consecuencia de que este cultivo se domesticara a partir de semillas que
eran muestreadas y seleccionadas a criterio del hombre (Tenaillon et al. 2004).

El genoma del maiz tiene un tamafio de alrededor de 2.3 gigapares de bases repartidas en
10 cromosomas que son distintos estructuralmente (Schnable et al. 2009). Casi el 85% de su
extension la constituyen elementos transponibles, ya que las regiones eucromaticas se
caracterizan por retrotransposones que usualmente se distribuyen de manera anidada (SanMiguel
et al. 1996; Schnable et al. 2009). Ademas, alrededor de un 8% estd constituido por nudos
cromosomicos (aglomeraciones de heterocromatina), que incluyen secuencias satelitales grandes
(de varias megabases) alternadas por retrotransposones (Ananiev et al. 1998). Este genoma
presenta loci con variacion estructural frecuente, como aquellos donde se localizan genes
candidatos a las respuestas al estrés y a los estimulos, y loci con poca variacion o inexistente,
como ocurre en blogues de mas de 10 megapares de bases que no han tenido recombinacion
reciente (Chia et al. 2012). Los loci candidatos a la domesticacion cubren alrededor del 7.6% del
genoma, tienen un tamafio promedio de 322 kilopares de bases e incluyen un promedio de 3.4
genes (Hufford et al. 2012a). En este estudio publicado, se concluyé que la domesticacion
probablemente ha influido en cientos de genes con diversas funciones biologicas que

posiblemente han afectado aspectos aun no estudiados del fenotipo.

La dispersion del maiz fuera de la cuenca del Balsas contribuyé a la evolucion de razas;
éstas estan integradas por poblaciones nativas distinguibles por un conjunto heredable y comin
de caracteres fenotipicos y agrondémicos (Hernandez y Alanis 1970). Sin embargo, en las
comunidades de Meéxico, los individuos suelen mostrar variacidn continua en caracteres
cuantitativos como la altura de la planta, las dimensiones de la mazorca, el nimero de hileras de
granos y el tiempo de floracion, por lo que cada poblacion nativa suele estar integrada por
variedades (Ortega Paczka 2003; Vielle-Calzada y Padilla 2009). Esta variacién fenotipica
continua probablemente es en parte el resultado de que el maiz sea una planta de polinizacion
abierta. El polen se dispersa por viento en un area de alrededor de 100 a 1,000 m, en cambio, las
semillas permanecen unidas al olote y no se dispersan de manera natural (Kato et al. 2009). La
rigurosa seleccion que los agricultores hacen de sus semillas posiblemente regula el intercambio

genético continuo entre las variedades y las poblaciones nativas de otras razas, lo cual permite



que las primeras (las poblaciones) mantengan las caracteristicas fenotipicas que permiten

distinguirlas de las segundas (otras razas; Ortega Paczka 2003; Perales et al. 2003b).

Los sistemas mexicanos de agricultura tradicional del maiz tienen una distribucion espacial
local (Brush y Perales 2007; Bellon et al. 2011). Los intercambios de semillas ocurren con
frecuencia entre agricultores de una comunidad o de redes sociales asociadas que se localizan en
un radio de alrededor de 10 km y una altitud de mas o menos 50 metros sobre el nivel del mar
(msnm; Bellon et al. 2011). EI manejo en las comunidades se caracteriza por la persistencia de
las razas a pesar de la presencia de lineas mejoradas endogamicas, la dominancia relativa de una
variedad, el cultivo de otras variedades en menor grado, la sustitucion frecuente entre las
variedades que se usan para las tortillas, la seleccion de las semillas basada en un ideotipo local y
el mantenimiento de variedades en regiones de mayor altitud (Louette et al. 1997; Pressoir y
Berthaud 2004; Brush y Perales 2007). Las razas de maiz, en este sistema local de manejo,
posiblemente estan sujetas a presiones de seleccion consistente y estable no s6lo por parte de los
agricultores sino también por parte de los ambientes en los que se cultivan, lo cual genera la

adaptacion local (Bellon et al. 2011).

La adaptacion local en un conjunto de poblaciones conectadas por flujo génico
probablemente es el resultado de seleccion natural en proceso o muy reciente que varia
espacialmente, ya que se debe a las distintas condiciones ambientales que experimenta cada
poblacion (Kawecki y Ebert 2004). Esta seleccion divergente (espacialmente heterogénea) genera
la evolucidn de caracteres que en conjunto integran genotipos locales y éstos tienen, en promedio,
una adecuacion relativa mas alta en su ambiente local que los genotipos originados en otros
ambientes (Williams 1966; Kawecki y Ebert 2004).

Las razas de maiz muestran evidencias de distintos niveles de adaptacion local a la
elevacion de origen (Perales et al. 2003a; Mercer et al. 2008). En México, este cultivo se siembra
de cero a 2,900 msnm, en regiones con una temperatura media anual de 11.3 a 26.6°C y una
precipitacion media anual de 426 a 4,245 mm (Ruiz et al. 2008). Sin embargo, la mayor
diversidad de razas se localiza a menos de 2,000 msnm, en regiones con temperaturas de
subtropicales a templadas (18 a 26°C) y con un régimen de precipitacion anual de subhimedo a
semiarido (menos de 580 mm; Brush y Perales 2007; Ruiz et al. 2008). Entre las razas adaptadas

a los ambientes méas frios (menos de 18°C en la temporada de crecimiento), con heladas mas



tempranas y a mas de 2,000 msnm, se encuentran las integrantes de los complejos Conico y
Sierra de Chihuahua (Sanchez y Goodman 1992; Perales et al. 2003a). La adaptacion local a
estos ambientes posiblemente fue promovida por la hibridacion e introgresion del teocintle Zea
mays ssp. mexicana al maiz, ya que alrededor del 20% del genoma de estas razas se deriva de
este pariente silvestre (van Heerwaarden et al. 2011; Hufford et al. 2013). Ademas, la
introgresion de este teocintle al cultivo parece estar restringida en los loci del genoma candidatos
a la domesticacion pero es frecuente en loci candidatos a la adaptacion a las tierras altas (Hufford
et al. 2013). Es posible que este proceso de adaptacion involucre cambios fisioldgicos,
fenoldgicos y morfoldgicos costosos, debido a que la adecuacion de estas razas disminuye a
menor altitud (Mercer et al. 2008).

La identificacion de loci en el genoma del maiz candidatos a la adaptacion local permitiria
conocer la magnitud del efecto de los distintos ambientes en la evolucion de las razas y
contribuiria a plantear estrategias de conservacion en México (Brush y Perales 2007; Mercer et
al. 2008; Landguth y Balkenhol 2012). EI genoma de referencia de este cultivo obtenido a partir
de la linea pura endogamica B73 permite la busqueda de evidencias de seleccion natural sin el
conocimiento previo de los determinantes genéticos de los caracteres de interés (Schnable et al.
2009; Siol et al. 2010). Esta busqueda podria llevarse a cabo con los polimorfismos de nucleétido
(SNPs), ya que son marcadores abundantes en el genoma, su variacion entre los individuos suele
estar representada por dos de los cuatro nucleétidos posibles (bialélicos) y evolucionan de

acuerdo a un modelo sencillo de mutacion de sitios infinitos (Schl6tterer 2004).

La diversidad y la estructura genética de las razas de maiz, sin embargo, se han
caracterizado con otros marcadores, como las isoenzimas y los microsatélites (Doebley et al.
1985; Sanchez et al. 2000; Matsuoka et al. 2002a; Reif et al. 2006; Vigouroux et al. 2008). Las
isoenzimas son proteinas que difieren en la secuencia de aminoacidos pero catalizan la misma
reaccion quimica y, debido a que representan genes, es posible que su variacion pudiera estar
asociada a la seleccidn natural (Sanchez et al. 2000; Pyhajarvi et al. 2011). Los microsatélites son
secuencias constituidas por un patron de uno a seis nucleotidos repetidos en tdndem cinco o mas
veces Y se caracterizan por ser altamente polimérficos y por estar usualmente influenciados por el
flujo génico, la deriva génica y la mutacion (fuerzas evolutivas neutrales; Matsuoka et al. 2002b).
Por otro lado, la abundancia de los SNPs proporciona una muestra representativa del genoma,

reduce la varianza de muestreo entre loci y permite identificar loci candidatos a la seleccion



(Morin et al. 2004). En consecuencia, los estudios del genoma del maiz con los SNPs han
permitido identificar loci candidatos a la introgresion con Z. m. ssp. mexicana, a la domesticacion
y al mejoramiento (Hufford et al. 2012a, 2013).

Los métodos moleculares mas antiguos para la deteccion del efecto de la seleccion natural
en el genoma se basan en el indice de fijacion de Wright (Fst; Wright 1951; Lewontin y
Krakauer 1973). Este parametro se define como la probabilidad de que dos genes en una
subpoblacion compartan un ancestro comin de esa subpoblacién (Wright 1951; Beaumont 2005).
El principal supuesto de estos métodos es que si la seleccidn natural ocurre en un locus (lugar)
especifico del genoma, la diferenciacion, evaluada con el indice Fst, sera mayor en este locus en
comparacion a lo que se espera tedricamente en los loci neutrales (Lewontin y Krakauer 1973).
Sin embargo, los cambios esperados en los patrones de diferenciacion de las frecuencias alélicas
debidos a la seleccion natural incluyen tanto el incremento como el decremento en la

diferenciacion entre subpoblaciones en loci especificos del genoma (Nielsen 2005).

La principal fuerza evolutiva que impulsa la adaptacion local es la seleccion divergente
(Kawecki y Ebert 2004). Este tipo de seleccion se considera positiva ya que se caracteriza por
incrementar la frecuencia de nuevas mutaciones ventajosas en las subpoblaciones (Nielsen 2005).
Ademas, la base genética de la adaptacion local podria explicarse con dos formas de interaccion
entre el genotipo y el ambiente (Anderson et al. 2012). La pleiotropia antagonica se caracteriza
por el efecto contrario en la adecuacion que generan los alelos de un locus del genoma en
ambientes distintos (Kawecki y Ebert 2004). En cambio, la neutralidad condicional se identifica
por la ventaja adaptativa en un ambiente y la neutralidad en otro distinto que muestra un alelo
(Anderson et al. 2012). Por lo tanto, los métodos basados en el indice Fst podrian detectar el

efecto de la adaptacion local en el genoma (Lewontin y Krakauer 1973).

La distincién entre los patrones de adaptacion local y de otros tipos de seleccién u otras
fuerzas evolutivas requiere del analisis de representantes de distintas regiones geograficas
(Kawecki y Ebert 2004; Morrell et al. 2012). En el maiz cultivado en México, las evidencias de
adaptacion local se han encontrado entre las razas de ciertas regiones (Perales et al. 2003a;
Mercer et al. 2008). En este estudio, se buscan SNPs candidatos a la adaptacion local en el
genoma de individuos de razas cultivadas a lo largo del territorio nacional para determinar el

efecto de la seleccion natural en la diversidad y estructura genética espacial del maiz.



OBJETIVOS

1. Identificar SNPs candidatos a la adaptacion local a lo largo del genoma del maiz cultivado en

México.

a) Usar el indice de fijacion poblacional (Fst) para identificar SNPs con alta diferenciacién

genética entre individuos de una misma raza en distintas regiones geogréficas.
b) Establecer si estos marcadores con alta diferenciacion genética se comparten entre razas.

2. Determinar el efecto de los SNPs candidatos a la seleccion natural (positiva) en la diversidad y

la estructura genética espacial del maiz en México.

a) Comparar la diversidad genetica de SNPs candidatos a la seleccion positiva y de

marcadores posiblemente neutrales.
b) Identificar patrones de estructura genética con ambos conjuntos de SNPs.

c) Comparar los resultados obtenidos con los SNPs con los obtenidos previamente con

isoenzimas y microsatélites.



METODOLOGIA

Siembra de semillas

Las semillas para este estudio fueron proporcionadas por la Unidad de Recursos Genéticos del
Banco de Germoplasma del Centro Experimental Valle de Meéxico del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Estas semillas fueron solicitadas por
la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) como parte
del Proyecto Global de Maices Nativos. En total se recibieron 209 muestras de 51 razas de maiz
(1-19 muestras por raza); la mayoria (192) colectadas, entre 2006 y 2010, en 139 localidades de
19 entidades federativas en distintas regiones de México (CONABIO 2010). Cada muestra esta
integrada por 100 semillas de 20 mazorcas que fueron recolectadas en una misma milpa de una

raza.

Las semillas se germinaron en el invernadero del Instituto de Ecologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Dos a cinco semillas de cada muestra se sembraron en
tierra negra con vermiculita en proporcion 3:1, respectivamente, dentro de alméacigos de 50 pozos
0 en macetas de 500 g. Los almacigos se colocaron en una camara de crecimiento Conviron, con
una temperatura entre 28 y 32°C y una humedad entre 35 y 40%, durante semana y media o dos
semanas con riego diario. Durante julio a noviembre del 2011, se sembraron un total de 190
muestras (1-17 muestras por raza) que representan a todas las razas proporcionadas de las 19
entidades federativas. Las semillas de siete de estas muestras, que incluyen a la Unica de la raza
Negrito (colectada en 2009), no germinaron o produjeron plantulas endebles. Las plantulas se
mantuvieron en el almacigo o la maceta hasta que alcanzaron una altura de alrededor de 12 cm.
Un fragmento de 1/3 de hoja tierna se cort6 de la plantula al momento de llevar a cabo la
extraccion de &cido desoxirribonucleico (ADN). El resto de la plantula se guardo en refrigeracion
a—70°C.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se hizo en el Departamento de Ecologia Evolutiva del Instituto

de Ecologia de la UNAM siguiendo un protocolo modificado que usa el detergente no idnico



bromuro de cetilmetilamonio (CTAB; Anexo I; Doyle y Doyle 1987; Vazquez-Lobo 1996). Este
procedimiento se repiti6 por separado con dos plantulas de cada muestra buscando la mejor
calidad en el extracto de ADN. La purificacion del extracto se llevé a cabo siguiendo el protocolo
del kit de purificacion de productos de PCR MinElute de Qiagen. EI ADN se visualizé6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en un transiluminador de luz
ultravioleta con camara digital y se determind su calidad mediante cuantificacion en un
espectrofotometro Nanodrop. Si la relacion 260/280 nm era 1.6 o mayor, entonces el ADN se
consideraba de suficiente calidad para ser procesado. Los extractos de siete muestras no
cumplieron con esta relacion por lo que no fueron utilizados. EI ADN extraido se guard6 en
refrigeracion a —20°C vy los extractos de buena calidad (183 muestras) se trasladaron en hieleras
de unicel con hielo (0-4°C).

Obtencion de SNPs

La obtencién de los SNPs se llevd a cabo en la Unidad de Genotipificacion y Analisis de
Expresion Illumina del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) a cargo de la M.
en C. Fabiola Morales Mandujano y la M. en C. Leticia Sebastidn Medina. El protocolo que se
siguié fue el del ensayo Infinium HD de Illumina que usa el MaizeSNP50 BeadChip para

detectar los alelos de 56,110 SNPs para cada muestra.

Los miles de SNPs fueron seleccionados, durante el desarrollo del chip, tomando en cuenta
que el desequilibrio de ligamiento en el genoma del maiz se extiende desde alrededor de 2,000
pares de bases hasta menos de 60 kilopares de bases (Remington et al. 2001; Ganal et al. 2011).
Los SNPs seleccionados se localizan en mas del 50% de los 17,520 genes de alta confiabilidad,
localizados en los 10 cromosomas, del genoma de referencia de la linea mejorada endogamica
B73 (Schnable et al. 2009; Ganal et al. 2011). En teoria, una distribucion homogénea de 50,000
SNPs en el genoma de este cultivo da como resultado en promedio 40 a 50 kilopares de bases
entre marcadores, sin embargo, la mayoria de los SNPs vecinos detectados por el chip varian en
la cantidad de nucledtidos que los separan de menos de 40 a mas de 100 kilopares de bases
(Ganal et al. 2011). En este estudio publicado, se probd la funcionalidad del chip con 274 lineas
mejoradas endogamicas, incluida B73, y se obtuvo que 49,585 de los 56,110 SNPs son

informativos, ya que probablemente estan separados por mas de 20 pares de bases, distancia que
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requieren los oligonucledtidos (primers) del ensayo de Illumina para funcionar, y no se localizan

en genes paralogos (genes duplicados en loci distintos) en ninguna de estas lineas.

La identificacion y el andlisis de calidad de los 56,110 SNPs obtenidos de 183 muestras se
hizo con el moédulo de genotipificacion (Genotyping (GT) Module v.1.7.4) del programa
GenomeStudio v.2010.1 de IHlumina (www.illumina.com/software/genomestudio_software.ilmn).
El algoritmo GenCall compara la intensidad de la sefial de los dos colores fluorescentes, que
representan los dos alelos de un SNP, con agrupaciones de genotipos candnicos. Los genotipos
obtenidos son representados graficamente, de acuerdo a la frecuencia alélica (NormTheta; eje x)
en relacion a la intensidad de la sefial (NormR; eje y), como puntos de color diferente
dependiendo de si son homocigotos o heterocigotos. Aquellos que no pudieron ser identificados
(CallRate menor a 0.95) y que no se agruparon en las areas que representan a los genotipos
candnicos (GenTrain menor a 0.5) fueron eliminados. En total, 2,009 SNPs no cumplieron con

estos requisitos en las muestras analizadas.

Los 54,101 SNPs de 183 muestras pasaron por varios filtros en el programa PLINK v.1.07
(Purcell et al. 2007) que consistieron en la exclusion de los genotipos con mas del 10% de datos
faltantes en cada muestra (--mind) y en cada marcador (--geno) y en la eliminacion de los SNPs
con una frecuencia del alelo menos frecuente menor a 5% (--maf) y que no estuvieran en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.000005; --hwe). Cinco muestras fueron eliminadas por datos
faltantes y nueve individuos, que representan la primera generacién de cruzas entre razas, no
fueron incluidos en el resto de los analisis. En total, 12,802 SNPs no cumplieron con los
requisitos establecidos en los filtros. Finalmente, se obtuvo una base de datos de 41,299 SNPs de

169 individuos de 50 razas de maiz (Figura 1; Anexo Il.A).

Bases de datos de isoenzimas y microsatélites

Los genotipos de isoenzimas y microsatélites de individuos de maiz localizados en México se
obtuvieron del portal de Panzea (www.panzea.org). Este portal inici6 como la herramienta
bioinformatica del proyecto de arquitectura genética del maiz y teocintle que financia la National

Science Foundation (NSF) de Estados Unidos de América.

Los genotipos de isoenzimas incluyen a 34 marcadores (Cuadro 1) de 3,600 individuos de
259 poblaciones de 59 razas (Doebley et al. 1985; Sanchez et al. 2000). Doce 0 24 individuos
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integran a cada poblacién y una a ocho poblaciones representan a cada raza. Los genotipos de
microsatélites incluyen a 96 marcadores de 213 individuos de 58 razas (1-6 individuos por raza;
Matsuoka et al. 2002a; Vigouroux et al. 2008). Las poblaciones en ambas bases de datos son
practicamente las mismas; de las 259 en la de isoenzimas, 59 no estan representadas en la de

microsatélites, y de las 201 en ésta Gltima, dos no estan en la primera (Figura 2; Anexo 11.B).

Cuadro 1. Abreviatura y nombre de las 34 isoenzimas analizadas en 259 poblaciones de 59

razas.
Locus Enzima
ACO 1 Aconitasa
ACP 1 Fosfatasa acida
ADH 1 Alcohol deshidrogenasa
AK Adenilato cinasa
AMP 1,3 Arginina aminopeptidasa
CAT 3 Catalasa
DIAL, 2 Diaforasa
ENP 1 Endopeptidasa
EST 8 Esterasa
GLU1 S-Glucosidasa
GOT1,2,3 Glutamato-oxaloacetato transaminasa
HEX 2 Hexocinasa
IDH 1, 2 Isocitrato deshidrogenasa
MDH 1, 2, 3,4,5 Malato deshidrogenasa
PGD 1,2 6-Fosfogluconato deshidrogenasa
PGM 1, 2 Fosfoglucomutasa
PHI 1 Fosfohexosa isomarasa
SAD Acido shikimico deshidrogenasa

TPl 1,2,3,4,5 Triosa fosfato isomerasa

12



Nnsorow
1

10°00"W
|

105°00"W
1

100°00°W
1

85°00'W
|

0°00"W
L

z z
B -8
8 B
A\
5 3 N
N
1\. ?\'\Lﬂq — f ’
L\W i a NS \‘\ il
z * 3 AN APALES T £
g LK \ 138107110 92 \ — i o g
3 L \ % ® 2% \. . o i) [ 8
NOOR, A fong . st oo N ple A AT
LT N 124198 g.> 18 : \ e
Y S e s ) *34 33 &
4 .i T 120366 et \ >
“gf F , ‘_\ \
. ..- e ~ \
\
t r iy v
z ‘_\ A\ ; F
5 12'9.134 L&
i = _ H11,198 -
h37  agk
P SR TS
2 " 2 A
by B A e
g 4 y _14.:&2 a9 _— Y
: 14841 ( P
g ﬂj'ﬂ 201511441~ 9271 IR 1/9 | &
g .-.-.140'19 ’L i { X ‘;"( 1
e % / p ?
- { =I% / o
NS v A
= \‘\“,"’I .‘f\.‘&-‘?'“.‘-_r § f (l
Simbologia Ay jaativel. | ‘ I( y
~— Sy S N TR - s
* Individuos ey ~ 1{'%8&;661:0 ¥ | /
i 2 4. .f._,."z'\”j 3 ,J;
| Limite estatal Ay T8 3'1'31 3 ] Lg\ = -
5 Provincias biogeograficas \39 55.;19-“-' e .
53— —— Limite internacional '177‘..200 —8
® 165 ri g
0 150 300 k\ (f R
N
Kilometros
T T T T T T
M5 00'W 10°00"W 105°00"W 100°00°W 95°00'W 20°0'0"W

Figura 1. Distribucion geografica de los 169 individuos de 50 razas analizados con 41,299 SNPs. Los nimeros corresponden a la

columna Muestra del Anexo Il.A. Disefio: Oswaldo Oliveros y Alejandra Brefia Ochoa.
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corresponden al Anexo I1.B. Disefio: Oswaldo Oliveros y Alejandra Brefia Ochoa.
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Identificacion de SNPs candidatos a la adaptacion local

Los meétodos usados para identificar SNPs candidatos a la adaptacion local se desarrollaron
tomando en cuenta los resultados de estructura genética obtenidos con las isoenzimas y los
microsatélites. La identificacion de estructura genética permite determinar la posible distribucion
espacial de las frecuencias alélicas (Siol et al. 2010). Entre los patrones que pueden presentar
estas frecuencias se incluyen las agrupaciones, las clinas y los de aislamiento por distancia y
éstos suelen ser identificados por los andlisis que usan modelos bayesianos de asignacion
(Frangois y Durand 2010). Los microsatélites ya habian sido previamente analizados con esta
metodologia (Vigouroux et al. 2008). En cambio, la relacién de los genotipos individuales de las
isoenzimas se evalud con Structure v.2.3 (Pritchard et al. 2000). La proporcion de pertenencia de
estos genotipos a una de las dos agrupaciones sustentadas por la 4K (Evanno et al. 2005) parece
mostrar un patron altitudinal (Figura S2), por lo que este factor podria determinar la distribucion
espacial de las frecuencias alélicas en el maiz. El andlisis se describe con mayor detalle en el

Material Suplementario.

El efecto de la localizacion geogréafica en la estructura genética del maiz se evalué mediante
el analisis de varianza molecular con un modelo multivariado lineal general (StAMOVA,; Dyer et
al. 2004). Este analisis se describe con mayor detalle posteriormente (en la seccién Analisis de
diversidad y estructura genética espacial). Los resultados con los microsatélites muestran que la
localizacion geografica no tiene un efecto significativo en la reparticion de la varianza genética,
en contraste, los de las isoenzimas sugieren que este factor si influye en esta reparticion (ver
Resultados; Anexos V.B y V.C). Los microsateélites se localizan usualmente en loci del genoma
donde la distribucion de las frecuencias alélicas esta influida por procesos neutrales, en cambio,
las isoenzimas son proteinas cuya diferenciacion podria deberse al efecto de la seleccidn natural
(ver Material Suplementario; Sanchez et al. 2000; Matsuoka et al. 2002b; Pyhajarvi et al. 2011).
En el caso de los SNPs con alta diferenciacion genética, el SSAMOVA muestra un efecto
significativo de la interaccion entre la latitud y la altitud en la reparticion de la varianza genética,
mientras que la longitud no parece tener este efecto (ver Resultados; Cuadro 4). Por consiguiente,
con base en la literatura y los resultados de estructura genética obtenidos se desarrollaron los
métodos que se describen a continuacion para identificar SNPs candidatos a la adaptacion local

en el maiz cultivado en México.
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Extremos de latitud y altitud

El primer método tomo en cuenta las diferencias de latitud y altitud de cada par de individuos de
una misma raza. Este consistio en seleccionar las razas, entre las 50 analizadas, que presentan
pares de individuos con la méaxima diferencia de altitud (de alrededor de 1,000 m). Después, se
obtuvo la diferencia de latitud en metros para todas las combinaciones pareadas posibles de cada
una de las razas seleccionadas. Los datos de latitud en metros se generaron localizando
espacialmente a todos los individuos mediante Google Earth (www.google.com/earth/). El efecto
de la longitud se elimind igualandola entre los pares de individuos al momento de medir la
distancia entre ellos. Para esto los individuos a comparar se localizaron en el mapa con la

longitud del més nortefio y con la latitud que le corresponde a cada uno.

La identificacion de los pares de individuos en extremos de latitud y altitud se hizo
obteniendo la hipotenusa del triangulo rectangulo cuyos catetos serian la diferencia de altitud y la
diferencia de latitud. El valor de esta hipotenusa representa el efecto conjunto de la altitud y la
latitud en la distancia espacial de los pares de individuos. La férmula para el célculo de la
hipotenusa es (Baldor 2003):

¢ =\(a*+b?)

Donde c es la hipotenusa, a, la diferencia de altitud (en metros) y b, la diferencia de latitud
en metros. La hipotenusa se obtuvo para todas las combinaciones pareadas posibles de cada raza
seleccionada y se escogio el par por raza que presentara el valor mas alto (de mas de 100 km).
Estos pares de individuos seleccionados se localizan en extremos de latitud y altitud dentro de la

muestra analizada por raza.

El indice Fst entre los pares de individuos se obtuvo para cada uno de los 41,299 SNPs.
Los genotipos de cada par se extrajeron de la base de datos de 169 individuos usando PLINK
v.1.07 (Purcell et al. 2007). El calculo del indice Fst de cada SNP se llevé a cabo con una serie
de comandos en R v.2.15.2 (R Development Core Team). Los marcadores que tienen un valor de
Fst igual a uno son los que cuentan con la maxima diferenciacion (alelos diferentes a distinta
latitud y altitud) entre los pares de individuos analizados. Estos SNPs obtenidos para cada raza se
compararon entre si buscando coincidencias. Los marcadores que coincidan entre razas podrian
representar loci en el genoma del maiz candidatos a la adaptacion a ambientes diferentes en

extremos de latitud y altitud.
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Distribuciones geogréaficas restringidas y extensas

El segundo método tomo en cuenta las distintas extensiones en las distribuciones geograficas de
las razas. Aquellas que se encuentran en altitudes intermedias (entre 1,200 y 1,900 msnm) suelen
presentar distribuciones geograficas mas extensas que aquellas que se localizan a mas de 2,000

msnm (Perales et al. 2003a).

El método consisti6 en seleccionar razas, entre las 50 analizadas, que presentan
distribuciones geograficas contrastantes, es decir, restringidas o extensas. En primer lugar, se
obtuvieron los mapas de distribucion geografica de cada una de las razas en el portal del Proyecto
Global de Maices Nativos de la CONABIO (http://www.biodiversidad.gob.mx/genes/
proyectoMaices.html). Después, se seleccionaron las razas de acuerdo a su distribucion
geogréfica y a la localizacion de los individuos de la muestra. El criterio para esto fue que las
razas con distribuciones restringidas se localizan en dos entidades federativas y una provincia
biogeografica, mientras que aquellas con distribuciones extensas se encuentran en gran parte de
México y los individuos que las representan estan en un minimo de tres entidades federativas y

dos provincias biogeograficas.

Una vez que se seleccionaron las razas con distribuciones extensas y restringidas, los
individuos de estas fueron catalogados en dos grupos de acuerdo a la altitud y la latitud. Los
limites que definieron a los grupos fueron 2,000 msnm para la altitud y 20°N para la latitud. Los
individuos seleccionados fueron aquellos que se encontraran a una altitud y una latitud por debajo

o0 por arriba de estos limites. Aquellos que no cumplieron con estos requisitos fueron eliminados.

El indice Fst se obtuvo, para cada uno de los 41,299 SNPs, entre grupos de individuos
definidos por su latitud y altitud dentro de una misma categoria de distribucién geografica. Los
genotipos de los individuos seleccionados se extrajeron de la base de datos de 169 individuos
usando PLINK v.1.07 (Purcell et al. 2007). El céalculo del indice Fst de cada SNP se llevo a cabo
con una serie de comandos en R v.2.15.2 (R Development Core Team). Los marcadores con un
valor de Fst alto (igual o mayor a 0.4) en cada categoria de distribucion geografica se
compararon para identificar coincidencias. Los SNPs que coincidan entre distintas extensiones de
distribucién geografica podrian representar loci en el genoma del maiz candidatos a la adaptacién

a ambientes a distintas latitudes y altitudes.
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Identificacion de SNPs candidatos a la seleccion natural positiva

La busqueda de SNPs con alta Fst compartidos entre agrupaciones de individuos de distintas
regiones geograficas no mostrd loci en el genoma candidatos a la adaptacion a ambientes
diferentes en extremos de latitud y altitud (ver Resultados). En consecuencia, los 169 individuos
se agruparon de acuerdo a la provincia biogeogréfica donde se localizan y se obtuvo el indice Fst
entre éstas, para cada uno de los 41,299 SNPs, con el objetivo de identificar el posible efecto de

la seleccién natural (positiva) en la diversidad y estructura genética espacial del maiz.

Las 19 provincias biogeograficas que regionalizan a México se definen por criterios tanto
biogeograficos como ecologicos (CONABIO 1997; Morrone 2006). Los patrones similares de
distribucién geografica de distintas especies junto con los factores bioticos y abidticos y las
caracteristicas fisiograficas que los definen son la base de esta regionalizacion (Morrone 2006).
En el maiz, la regionalizacion biogeografica de las razas sugiere la presencia de complejos
caracterizados por morfotipos similares que se distribuyen en areas con interacciones similares
entre el genotipo y el ambiente (Sanchez y Goodman 1992; Brush y Perales 2007). En cambio,
los analisis de agrupacion genética, como el de asignacion bayesiana con las isoenzimas (Figura
S2; Material Suplementario), sugieren que posiblemente este cultivo sea un continuo genético sin
una clara estructuracion a lo largo de su distribucién geografica. Sélo cuando el nimero de
agrupaciones es similar al nimero de razas analizadas se obtienen grupos genéticos definidos
(Reif et al. 2006). Por lo tanto, la identificacion de SNPs candidatos a la seleccion natural
(positiva) se llevdé a cabo agrupando a los individuos por la provincia biogeogréfica de

procedencia.

Los 169 individuos de 50 razas que cuentan con datos de SNPs se hallan en 15 provincias
biogeograficas (Figura 1; Anexo I1.A). EI nimero de individuos y de razas por provincia varia de
un Mushito en Baja California a 44 individuos de 11 razas en la Faja Volcanica. Las provincias
de la Costa del Pacifico y del Golfo de México se subdividieron en norte y sur, debido a que los
individuos localizados en éstas se distribuyen en grupos a distintas latitudes (Anexo Il.A). En
contraste, los individuos de las 59 razas con datos de isoenzimas y microsatélites se localizan en
16 provincias biogeograficas (Figura 2; Anexo I1.B). ElI nimero de individuos y de razas por
provincia varia de 12 o dos individuos de Dzit-Bacal en el Petén a 840 o 49 individuos de 18

razas en la Faja Volcéanica, de isoenzimas o microsatélites, respectivamente. Las provincias
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biogeograficas con individuos son las mismas para todos los marcadores con excepcion de Baja
California, representada con los SNPs, y el Petén y Yucatan, representados con los microsatélites

y las isoenzimas.

El indice Fsr entre provincias biogeogréaficas se obtuvo para cada uno de los 41,299 SNP
buscando identificar un conjunto de marcadores con alta diferenciacion genética que pudiera
representar el efecto de la seleccion natural (positiva) en el genoma del maiz. Este estadistico se
calcul6 con una serie de comandos en R v.2.15.2 (R Development Core Team). Los genotipos de
los SNPs que tuvieron un valor de Fsr igual o mayor a 0.15 y de un conjunto aleatorio de
marcadores con valores entre cero y 0.02 se extrajeron de la base de datos de 169 individuos
usando PLINK v.1.07 (Purcell et al. 2007). Los SNPs con alta Fst (>0.15) entre provincias
biogeograficas podrian localizarse en genes candidatos a la seleccion positiva o en loci influidos
por esta fuerza evolutiva, mientras que los marcadores con valores bajos de este parametro
(0<Fsr<0.02) posiblemente son neutrales. Los analisis de diversidad y estructura geneética
espacial que se describen posteriormente se llevaron a cabo con estas dos bases de datos para
comparar el posible efecto de la seleccion positiva con el de los procesos neutrales en la

diversidad y estructura genética del maiz.

Localizacion en el genoma de SNPs candidatos

Los SNPs con indice Fsr alto identificados con los métodos descritos anteriormente se
localizaron en los 10 cromosomas del genoma de referencia del maiz (el de la linea mejorada
endogamica B73) buscando confirmar que estos marcadores son candidatos a la seleccion natural

(positiva). El procedimiento para localizar cada SNP se describe a continuacion.

El nimero de identificacién (denominado #ss) de la secuencia de referencia, en la base de
datos de polimorfismos de nucledtido (dbSNP), se obtuvo del estudio publicado acerca del
MaizeSNP50 BeadChip (Ganal et al. 2011). Las secuencias de referencia se buscaron (Batch
Query) en la dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) del National Institute of Health (NIH) de Estados Unidos de América. La
localizacion en el genoma de referencia (Maize_RefGen_v2) de cada una de estas secuencias se
obtuvo usando la Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para nucle6tidos del portal de

Panzea (Altschul et al. 1997; www.panzea.org). En cada busqueda se solicitaron las
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coincidencias con un valor-e menor a 0.001. Ademas, esta localizacién se confirmé mediante
bldsquedas en la base de datos de exones del conjunto de genes filtrados (Filtered Gene Set) del

proyecto de secuenciacion del genoma del maiz (www.maizesequence.org).

La distancia, en pares de bases, y el desequilibrio de ligamiento entre pares de SNPs en
cada cromosoma se estimaron con Tassel v.3.0 (Bradbury et al. 2007). El desequilibrio de
ligamiento se define como la asociacion no aleatoria de alelos en loci distintos del genoma (Flint-
Garcia et al. 2003). Esta propiedad se midié calculando la correlacion (r?) entre los alelos de dos
SNPs para la matriz completa de marcadores. La significancia de este estadistico se obtuvo con
una prueba exacta de Fisher de dos colas que calcula el programa. El desequilibrio de ligamiento
en el genoma se representd graficamente con un mapa de calor (heat map) basado en los

estimados pareados de r? y sus valores de significancia (p) para cada par de SNPs.

La funcion de las proteinas sintetizadas por los genes con SNPs con alta Fsr y, en
particular, con marcadores que generan sustituciones de nucledtido no sinénimas (ocurre una
sustitucion de aminodacido en la proteina sintetizada), se busco en la base de datos de modelos de
genes del portal de genética y genomica del maiz (MaizeGDB; Andorf et al. 2010;
www.maizegdb.org). Los genes con SNPs no sindnimos posiblemente son candidatos a la
seleccion natural debido a que la sustitucién de aminoacido en la proteina sintetizada podria

modificar la funcion de esta ultima (Futuyma 2013).

Analisis de diversidad y estructura genética espacial

Los analisis de diversidad y estructura genética espacial que se describen a continuacion se
llevaron a cabo con los SNPs, las isoenzimas y los microsatélites, con excepcion del analisis
espacial de componentes principales (SPCA), el cual sdlo se hizo con los SNPs. La diversidad
genética para cada provincia biogeografica se midié con la heterocigosis observada (Ho) y la
esperada sin sesgo (Hg; Nei 1978), para todos los marcadores, y con el porcentaje de loci
polimérficos (%P), para los SNPs. Estos estadisticos se obtuvieron en GenAlEx v.6.5 (Peakall y
Smouse 2006, 2012). El promedio general de alelos por locus (RA), para todos los marcadores, y
el promedio de alelos privados (PA), para las isoenzimas y los microsatélites, se calcularon con
un método de rarefaccion que obtiene estimados estandarizados al tamafio de muestra en ADZE
v.1.0 (Szpiech et al. 2008).
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La reparticion de la varianza genética entre la localizacién geografica (altitud, latitud y
longitud) y las provincias biogeograficas se obtuvo con el SSAMOVA. Este analisis se compard
con el de varianza molecular (AMOVA) para determinar el efecto de la localizacion geogréfica
en la distribucion de las frecuencias alélicas. EI AMOVA descompone la varianza genética total
en componentes aditivos representados por la varianza explicada y la no explicada (Excoffier et
al. 1992). El indice @st es un analogo del Fst que resume las agrupaciones de la informacion
genética dentro y entre los grupos. EI StAMOVA primero calcula una regresién de las
covariables ecoldgicas o espaciales con la estructura genética y después descompone la varianza
genética residual en los componentes aditivos y estima el indice @srcov. (Dyer et al. 2004). Al
obtener la diferencia de los estadisticos obtenidos en ambos analisis (@st—®st cov) Se obtiene un
estimado de cuanta variacion genética observada es explicada por las covariables analizadas. La
significancia estadistica se establecié con 1,000 permutaciones. Estos analisis y la prueba de
Mantel se llevaron a cabo usando el algoritmo Geno del programa Genetic Studio (Dyer et al.
2009).

La prueba de Mantel (Mantel 1967) permite comparar los elementos individuales de la
matriz de distancias geograficas euclideanas con la matriz de distancias genéticas de Nei (1972).
La hipdtesis nula establece que las matrices de distancia no estan correlacionadas. La porcion
triangular superior de estas matrices forman dos vectores, cada uno con una longitud n(n-1)/2,
denominados dv y dx. El estadistico de correlacion ry es el producto cruzado entre las distancias
estandarizadas divididas por (d-1), donde d es el nUmero de distancias en la porcién triangular
superior de cada matriz cuando el estadistico es calculado a partir de matrices simétricas
(Legendre y Fortin 2010). Este estadistico es la raiz cuadrada del coeficiente de determinacion
r’v de la regresion lineal de dy y dx, varfa entre —1 y 1 y su significancia fue calculada con 1,000

permutaciones.

El andlisis de autocorrelacion genética espacial de una poblacion establece la distribucién
de los genotipos en el espacio. Los intervalos de distancia (24) con tamafios de muestra iguales se
determinaron en GenAlEXx v.6.5 (Peakall y Smouse 2006, 2012). La hipdtesis nula de este andlisis
establece que los genotipos se distribuyen aleatoriamente en el espacio y se cumple cuando el
coeficiente de autocorrelacién (r) es igual a cero. En cambio, la hipétesis alternativa establece

que los genotipos presentan un patron de distribucion identificable (r#0). La significancia del

21



estadistico se calculd mediante permutaciones aleatorias y bootstrap (ambos con 10,000
repeticiones), mientras que la del correlograma se determin6é con la prueba de heterogeneidad
(Smouse et al. 2008).

El sPCA resume la variabilidad genética entre los individuos en unos cuantos componentes
informativos y encuentra los posibles patrones espaciales que estos componentes pudieran
mostrar. Estos objetivos se consiguen al encontrar unas cuantas variables sintéticas
independientes que optimizan el producto entre la varianza del puntaje de entidad y el estadistico
| de Moran (Moran 1948, 1950). Los puntajes con una varianza grande y alta autocorrelacion
espacial positiva (estructuras regionales) corresponden a altos valores eigen positivos, mientras
que los puntajes con una varianza grande y alta autocorrelacion espacial negativa (estructuras
locales) corresponden a altos valores eigen negativos. Las estructuras regionales significativas
representan parches, clinas o patrones intermedios, mientras que las estructuras locales

significativas indican que hay una alta diferenciacion genética entre individuos vecinos.

Este analisis se corrid en el paquete adegenet v.1.3-4 en R (Jombart et al. 2008). La
informacion espacial necesaria para el calculo del estadistico |1 de Moran se proporciona al SPCA
a partir de una red de conexién que puede ser una grafica de vecindario o una matriz de distancias
euclideanas (Jombart et al. 2008). En este caso, se usaron las distancias inversas en donde los
pesos espaciales de los sitios vecinos son directamente proporcionales al inverso de las distancias
espaciales. Esta opcion, en donde todos los sitios son vecinos, es adecuada para casos, como el
del maiz, donde se cuenta con un muestreo irregular y alta conectividad entre las poblaciones
(Jombart et al. 2008; Robinson et al. 2012). Los pares de nucleétidos faltantes fueron
reemplazados por la media de las frecuencias alélicas. La identificacion de los componentes que
proporcionan estructuras regionales y locales biolégicamente interpretables se hizo revisando tres
tipos de resultados: las graficas de barras de los valores eigen, las de descomposicion de estos
valores en su varianza y autocorrelacion espacial y las pruebas estadisticas regionales y locales.
La hipdtesis nula de estas pruebas multivariadas de Monte Carlo establece que las frecuencias
alélicas individuales se distribuyen aleatoriamente en la red de conexion. La significancia del

estadistico max(t) obtenido se comprobd con 1,000 permutaciones.

22



RESULTADOS

SNPs candidatos a la adaptacion local

Extremos de latitud y altitud

Los 169 individuos de 50 razas se distribuyen en un intervalo de 5 a 2,769 msnm entre los
29°54°26°°N y los 14°49°13°N (Figura 1; Anexo II.A). La maxima diferencia de altitud entre
pares de individuos de una raza es de 2,495 m, la cual se registrd entre uno de Baja California y
otro de Guanajuato de Mushito. Ademas, 13 razas adicionales presentan pares de individuos con
diferencia de altitud en su mayoria entre 1,000 y 1,500 m. Todas las combinaciones pareadas
posibles de cada una de estas 14 razas se usaron para obtener la diferencia de latitud en metros y
para calcular la hipotenusa (a partir de la diferencia de altitud y de latitud). La hipotenusa entre
algunos pares de individuos de la mayoria de estas razas es mayor a 100 km. Las excepciones
incluyeron a todas las combinaciones de Comiteco, Zamorano Amarillo y Dulcillo del Noroeste,
por lo que estas tres razas fueron eliminadas. Uno de los pares de individuos con hipotenusa
mayor a 100 km de las 11 razas restantes fue seleccionado aleatoriamente para obtener el indice
Fst (Cuadro 2; Anexo III).

Cuadro 2. Diferencias de latitud y altitud y la hipotenusa de ambas entre pares de individuos de

11 razas. Las localidades, la altitud y la latitud de cada individuo se encuentran en el Anexo I1.A.

Muestras Raza Latitud (m) Altitud (m) Hipotenusa (km)
35-70 Chalquefio 172867.06 678 172.868
157-26 Coscomatepec 180054.94 75 180.055
16-173  Elotero de Sinaloa 105985.48 38 105.985
105-49 Mushito 621364.03 1845 621.367
99-84 Nal-tel de Altura 291566.48 632 291.567

167-166  Oloton 148723.59 1079 148.728
119-121  Tabloncillo 605086.63 1457 605.088
177-17  Tepecintle 276596.58 20 276.596
134-133  Tuxpefio Nortefio 686610.02 1056 686.611
102-160  Elotes Conicos 148589.33 902 148.592
111-113  Ratdn 172118.54 770 172.120
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Las 11 razas de maiz que presentan individuos en extremos de latitud y altitud no
comparten SNPs con un valor de Fsr igual a uno. Este resultado se repite si se incluyen en las
comparaciones de marcadores a todos los pares de individuos de cada una de estas razas con
hipotenusa mayor a 100 km. Debido a esto, no se encontrd un conjunto de SNPs candidatos a la
adaptacion local que mostraran loci en el genoma del maiz sujetos a la adaptacion a distintos
ambientes en extremos de latitud y altitud.

Distribuciones geogréaficas restringidas y extensas

Las 50 razas que cuentan con datos de SNPs presentan distribuciones geograficas contrastantes.
Aquellas seleccionadas por su distribucion geografica fueron 13 para la categoria de restringida y
14 para la de extensa. Entre las razas con distribucion geografica extensa estan las 11
mencionadas en la seccion anterior con excepcion de Coscomatepec, Mushito, Nal-tel de Altura y
Oloton. Estas no cuentan con una distribucion geografica que cumpla con los requisitos

establecidos en la metodologia.

Los individuos de razas con distribucion geografica extensa se localizan en su mayoria en
la Faja Volcanica, por lo que su altitud es mayor y su latitud menor a los limites establecidos
(2,000 msnm y 20°N). Debido a esto, los dos grupos para obtener el indice Fsr en esta categoria
de distribucion consistieron en individuos que se localizan a una altitud baja y una latitud alta y
viceversa. Ningun individuo de Conico Nortefio cumplio con estos requisitos. El indice Fst se
obtuvo de un total de 51 individuos seleccionados de 13 razas (que incluyen a Celaya, Conico,
Elotes Occidentales, Olotillo, Tuxpefio y Vandefio), repartidos en grupos de altitud y latitud de

24 y 27 integrantes.

Los individuos de razas con distribucion geogréfica restringida se localizan en su mayoria
en la Sierra Madre Occidental, por lo que tanto su altitud como su latitud son mayores a los
limites establecidos (2,000 msnm y 20°N). Debido a esto, los dos grupos para obtener el indice
Fst en esta categoria de distribucion consistieron en individuos que se localizan a una altitud y
una latitud alta o baja. Los individuos de Harinoso de Ocho, Jala, Tehua y Mountain Yellow no
cumplieron con estos requisitos. El indice Fst se obtuvo de un total de 16 individuos de nueve

razas (Chiquito, Dzit-Bacal, Zapalote Chico, Mixefio, Gordo, Apachito, Cristalino de Chihuahua,
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Azul y Palomero de Chihuahua), repartidos en grupos de altitud y latitud de siete y nueve
integrantes. EIl limite altitudinal se modifico a 1,500 msnm para que ambas agrupaciones

quedaran con un numero similar de individuos.

A un valor de Fsr igual o mayor a 0.4, dos SNPs, SYN36384 y PZE-105063649, que
generan sustituciones no sinénimas y sinénimas en los genes GRMZM2G458824 y -088737,
respectivamente, se comparten entre las dos categorias de distribucion geogréfica. La proteina
que se sintetiza a partir del gen GRMZM2G458824 no esta caracterizada ni se ha encontrado un
ortdlogo sinténico (misma localizacién en el cromosoma) con el sorgo (Sorghum bicolor; Andorf
et al. 2010; www.maizegdb.org). En cambio, en la sintesis de la proteina a partir del gen
GRMZM2G088737 participa un acido ribonucleico mensajero (ARNmM) registrado en el
Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) de la NCBI del NIH (www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/tsa). EI SNP (PZE-105063649) presente en este gen también tuvo alta diferenciacion
genética (Fst=0.187) entre provincias biogeogréaficas (siguiente seccion).

SNPs candidatos a la seleccion natural positiva y su localizacion en el genoma

Los 41,299 SNPs presentan un valor de Fst promedio entre provincias biogeogréaficas de 0.025,
con un intervalo de —0.049 a 0.232. En total, 154 SNPs tienen un valor de Fsr igual 0 mayor a
0.15. Debido a su alta diferenciacién genética, es posible que algunos de estos marcadores se
localicen en genes candidatos a la seleccién natural (positiva) o en loci cuya variacion esta
influida por esta fuerza evolutiva y, por consiguiente, en el texto se les denomina de esta manera.
Aleatoriamente se seleccionaron 200 SNPs que presentan una Fst entre cero y 0.02. La baja
diferenciacion genética en estos marcadores sugiere que posiblemente son neutrales. Con estos

dos conjuntos de SNPs se llevaron a cabo los analisis de diversidad y estructura genética espacial.

La localizacion de los 154 SNPs con valor de Fsr igual o mayor a 0.15 en el genoma de
referencia de la linea mejorada endogamica B73 muestra que se distribuyen en los 10
cromosomas, con una cobertura que varia de seis en el sexto cromosoma a 21 en el primer, tercer
y quinto cromosomas (Anexo V). Dos SNPs (PZA00417.2 y PZE-108038903) se localizan en la
misma posicion en el octavo cromosoma y representan la misma sustitucion de nucle6tido por lo

que uno fue eliminado. La posicién del marcador PUT-163a-74235050-3609 en el tercer
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cromosoma no pudo ser determinada con exactitud debido a que los dos extremos de la secuencia

de referencia se alinean perfectamente en lugares separados por 138 posiciones.

La distancia promedio entre pares de SNPs en un mismo cromosoma es de 62 megapares de
bases, con un intervalo de 23 pares de bases a 284 megapares de bases. EI 27.6% (234), méas de la
cuarta parte, de las comparaciones pareadas en el mismo cromosoma (un total de 848) muestran
una correlacion significativa (p<0.01) entre sus alelos, con una variacién en r? de 0.052 a 1.00
(Figura 3). La media general de r? entre pares de SNPs en un cromosoma es 0.089. Ademés, el
16.7% (1,214) de las comparaciones pareadas entre marcadores en distintos cromosomas (un total
de 7,279) tienen una correlacion significativa (p<0.01) entre sus alelos, con una variacién en r? de
0.046 a 0.262 (Figura 3). Por lo tanto, los cambios en las frecuencias alélicas de estos pares de

SNPs estan asociados, es decir, presentan desequilibrio de ligamiento.

El 64% (98) de los marcadores con alta Fst se localizan en genes (91 en total) y los
restantes (55) se hallan en loci no codificantes del genoma. De los 98 SNPs en genes, 39 (40%)
se localizan en intrones y 30 (31%) generan una sustitucion sindbnima (no ocurre una sustitucion
de aminoacido en la proteina sintetizada). No fue posible determinar el tipo de sustitucion
(sinbnima o no sindnima) de 20 marcadores en exones debido a que no se encontrd informacion

al respecto.

Seis genes (GRMZM2G171324, -157127, -359746, -012213, -125294, -107306) cuentan
con SNPs (uno por gen) que generan sustituciones no sindnimas. Ademas, cuatro genes
(GRMZM2G113911, -081554, -130348, -016660) presentan dos a cuatro marcadores, cada uno,
con alta Fst. Las proteinas que se sintetizan a partir de estos genes no se han caracterizado. La
excepcion es el transportador de hierro vacuolar 1 (VIT1) que es sintetizado a partir del gen
GRMZM2G107306. Esta proteina es una transportadora de hierro necesaria para el
almacenamiento de este mineral en vacuolas, se localiza en la membrana vacuolar y se expresa
durante el desarrollo de la semilla y el embrién (Kim et al. 2006). Este gen ya habia sido
reportado anteriormente como candidato a la seleccion positiva direccional (van Heerwaarden et
al. 2012).
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Figura 3. Mapa de desequilibrio de ligamiento por cromosoma entre todos los pares posibles de
marcadores de un total de 153 SNPs con indice Fsr>0.15 de 169 individuos de 50 razas. La
diagonal negra representa las comparaciones de un marcador con si mismo. La parte superior
muestra el estadistico de desequilibrio de ligamiento (r?) y la inferior, su significancia (p). En la

parte inferior se muestra la posicion de cada SNP en el cromosoma correspondiente.

Siete genes mas (GRMZM2G110913, -096171, -029323, -016660, -048170, -025242, -
035899), que tienen SNPs con alta Fst entre provincias biogeogréaficas, ya habian sido detectados
previamente como posibles candidatos a la seleccion por domesticacion o mejoramiento (Hufford
et al. 2012a). Las proteinas caracterizadas y sintetizadas a partir de estos genes presentan
funciones relacionadas con la transcripcion (GRMZM2G029323 y -096171) o con
modificaciones del producto durante la sintesis proteica (GRMZM2G035899 y -016660). Otros
dos genes (GRMZM2G079089, -317406), con SNPs diferenciados (PZE-103172227, PUT-163a-
78116163-4360, respectivamente), también codifican proteinas caracterizadas

(www.maizesequence.org). ElI gen GRMZM2G079089 codifica para un homdlogo de
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tiorredoxina h (trhl), una proteina con una estructura y funcién similar a la tiorredoxina (una
enzima oxidorreductasa) presente en las levaduras y las plantas (Ishiwatari et al. 1998). El gen
GRMZM2G317406 codifica para una proteina especifica del gametofito masculino (mgsl)
localizada en el citoplasma del grano de polen y el tubo polinico (Stinson et al. 1987).

Diversidad genética

Los SNPs analizados presentan dos alelos por locus. La proporcion de alelos por locus es
ligeramente menor para los 153 SNPs candidatos a la seleccion positiva que para aquellos
posiblemente neutrales, sin embargo, ésta es similar en todas las provincias biogeogréficas en
ambos casos. La riqueza alélica (RA) promedio ajustada al tamafio de muestra es 1.282 (+0.016),
con una variacion entre 1.136 a 1.379, para los candidatos a la seleccion positiva y 1.343
(x0.010), con una variacion entre 1.186 a 1.380, para los posiblemente neutrales (Cuadro 3). La
proporcion de SNPs con dos alelos en la muestra analizada es cercana al 100%, para los
marcadores candidatos a la seleccion positiva y principalmente para aquellos posiblemente
neutrales, en la mayoria de las provincias biogeograficas. El porcentaje de SNPs polimérficos (P)
varia entre 13.6 y 98%, con una media de 70.3%, para los candidatos a la seleccion positiva y

entre 18.5y 100%, con una media de 79.9% para los posiblemente neutrales (Cuadro 3).

Las isoenzimas y los microsatélites analizados cuentan con proporciones similares de alelos
para cada marcador en todas las provincias biogeograficas. Los microsatélites tienen una mayor
proporcion de alelos por locus que los SNPs y las isoenzimas debido a que son marcadores
polimérficos (mas de dos alelos en un locus). La riqueza alélica (RA) promedio ajustada al
tamafio de muestra (n=2) para cada provincia biogeografica es 1.268 (x0.007), con una variacion
entre 1.266 y 1.30, para las isoenzimas y 1.786 (+0.007), con una variacién entre 1.778 y 1.823,
para los microsatélites (Anexo V.A). A diferencia de los SNPs, las isoenzimas y los
microsatélites cuentan con alelos Gnicos en cada provincia biogeografica. Los alelos privados
(PA) por provincia varian entre 0.027 y 0.064, con una media de 0.048 (x0.002), para las
isoenzimas y entre 0.384 y 0.428, con una media de 0.390 (+0.005), para los microsatélites
(Anexo V.A).
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Cuadro 3. Estadisticos de diversidad genética por provincia biogeogréafica de 153 SNPs con
indice Fst>0.15 y de 200 SNPs con indice Fsr<0.02 (sombreado) de 169 individuos de 50 razas.
Los totales se calcularon a partir de las medias de cada provincia. El error estandar esta entre

paréntesis. En las provincias con un individuo se muestran los promedios de variacion entre todos

los marcadores de ese individuo.

Provincia biogeogréafica N' (R?) RA’ Ho* He %P®
(Chihuahuense) 1.352 (0.020)  0.298 (0.023) 0.353 (0.020)  62.5
Altiplano Sur 4(4) 1.156 (0.017) 0.106 (0.014) 0.156 (0.017) 40.3
(Zacatecano-Potosino) 1.343 (0.015)  0.282 (0.018)  0.345 (0.015) 79.0
) 1.293 (0.015)  0.240 (0.015)  0.293 (0.015) 83.1
Altos de Chiapas 11 (6)
1.349 (0.011) 0.302 (0.012) 0.350 (0.011) 96.5
) . 1.136 (0.028) 0.136 (0.028)  0.136 (0.028) 13.6
Baja California 1(2)
1.186 (0.028) 0.185(0.028) 0.185 (0.028) 18.5
» 1.379 (0.016)  0.260 (0.019) 0.379 (0.016) 83.8
Depresion del Balsas 4 (3)
1.380 (0.014) 0.335(0.018) 0.381 (0.014) 85.5
o 1.357 (0.015) 0.254 (0.016) 0.357 (0.015) 83.8
Golfo de México (Norte) 6 (3)
1.346 (0.012) 0.308 (0.014) 0.347 (0.012) 90.0
o 1.310 (0.017)  0.206 (0.015) 0.310 (0.017) 73.4
Golfo de México (Sur) 5(4)
1.354 (0.013)  0.305 (0.016)  0.355 (0.013) 88.5
) o 1.228 (0.012) 0.180 (0.010) 0.228 (0.012) 98.0
Faja Volcanica 45 (11)
1.365 (0.009)  0.325(0.009) 0.365 (0.009) 100.0
Costa del Pacifico 19 (9) 1.314 (0.014)  0.256 (0.012) 0.314 (0.014) 96.8
(Norte) 1.359 (0.010) 0.312 (0.011) 0.360 (0.010) 98.5
. 1.334 (0.014)  0.250 (0.012) 0.334 (0.014) 91.6
Costa del Pacifico (Sur) 18 (10)
1.344 (0.010) 0.288 (0.011) 0.344 (0.010) 99.5
) 1.312 (0.037) 0.312 (0.037) 0.312 (0.037) 31.2
Sierra de Oaxaca 1(2)
1.327 (0.033)  0.325(0.033) 0.325 (0.033) 73.0
) _ 1.264 (0.014) 0.193(0.012) 0.264 (0.014) 90.3
Sierra Madre Occidental 18 (11)
1.352 (0.010) 0.299 (0.011) 0.353 (0.010) 98.0
) _ 1.241 (0.013) 0.193(0.012) 0.241 (0.013) 89.0
Sierra Madre Oriental 18 (7)
1.369 (0.010)  0.329 (0.010)  0.370 (0.010) 99.5
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Provincia biogeografica N! (R?) RA? Ho* Heb %PS

1.337 (0.020)  0.264 (0.021)  0.337 (0.020)  68.2
1.345 (0.016)  0.273 (0.017) 0.344 (0.016)  73.0
1.227 (0.017)  0.196 (0.018) 0.227 (0.017)  60.4

Sierra Madre del Sur 3(2)

Soconusco 5(3)
1.371 (0.013) 0.329 (0.016) 0.372(0.013) 87.0
1.325(0.014) 0.260 (0.014) 0.325(0.014) 90.3
Sonorense 7 (5)
1.361 (0.012) 0.311(0.014) 0.362 (0.012) 90.5
) 1.254 (0.024)  0.269 (0.029) 0.254 (0.024) 44.2
Tamaulipeca 2 (2)
1.333 (0.020) 0.315(0.024)  0.333 (0.020) 60.0
1.282 (0.016) 0.226 (0.005) 0.282 (0.005) 70.3(6.1)
Total 169

1.343 (0.010)  0.301 (0.004)  0.344 (0.004) 79.9 (5.8)

'N: nimero de individuos; R: razas por provincia; *RA: riqueza alélica; “Ho: heterocigosis observada;

*He: heterocigosis esperada; °%P: porcentaje de loci polimérficos.

La diversidad genética, medida con la heterocigosis, es menor entre los SNPs candidatos a
la seleccion positiva que entre los posiblemente neutrales, aunque en los dos casos es similar en
cada provincia biogeografica. La heterocigosis esperada sin sesgo (Hg) promedio es 0.282
(x0.005), con una variacién entre 0.136 y 0.379, para los candidatos a la seleccion positiva y
0.344 (£0.004), con una variacion entre 0.185 y 0.381, para los posiblemente neutrales (Cuadro
3). La heterocigosis observada (Ho) es menor o igual a la esperada, y varia entre 0.106 y 0.312,
con una media de 0.226 (+0.005), para los candidatos a la seleccion positiva y entre 0.185 y

0.335, con una media de 0.301 (£0.004), para los posiblemente neutrales (Cuadro 3).

Los valores de diversidad genética, en relacion con los SNPs, son menores aungque
similares en las isoenzimas y mayores en los microsatélites. La heterocigosis esperada sin sesgo
(He) promedio es 0.265 (+0.010), con una variacion entre 0.188 y 0.298, para las isoenzimas y
0.782 (£0.004), con una variacion entre 0.719 y 0.818, para los microsatélites (Anexo V.A). La
heterocigosis observada (Ho) es menor o igual a la esperada, y varia entre 0.134 y 0.236, con una
media de 0.202 (+0.008), para las isoenzimas y entre 0.457 y 0.629, con una media de 0.554
(20.006), para los microsatélites (Anexo V.A).
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Estructura genética espacial

Localizacion geografica (altitud, latitud y longitud)

La localizacion geogréfica, evaluada con la altitud, la latitud y la longitud, determina la
distribucion espacial de la variacién genética medida con los SNPs candidatos a la seleccion
positiva y con las isoenzimas. Para los SNPs, las provincias biogeogréficas explican
significativamente 23% (@®st=0.230; p<0.001) de la varianza genética total (Cuadro 4). De este
porcentaje, 11.4%, casi la mitad, se debe significativamente (p<0.001) a la interaccion entre la
latitud vy la altitud, de acuerdo a la diferencia entre los estadisticos @st obtenidos con el AMOVA
y el StAMOVA (®s1cv=0.116; p<0.001). En el caso de las isoenzimas, las provincias
biogeograficas explican significativamente 5.5% (@s1=0.055; p<0.001) de la varianza genética
total (Anexo V.B). De este porcentaje, 2.2%, un poco menos de la mitad, se debe
significativamente a la altitud (p<0.01), a la interaccion entre la latitud y la altitud (p<0.001) y a
la interaccién entre la latitud y la longitud (p<0.05), de acuerdo al StAMOVA (@st c0v=0.033;
p<0.001).

La localizacion geogréafica no parece ser un factor que determine la distribucion espacial de
la variacion genética medida con los SNPs posiblemente neutrales y con los microsatélites. Para
los SNPs, las provincias biogeogréficas explican significativamente 0.5% (@sr=0.005; p<0.001)
de la varianza genética total (Cuadro 5). En el caso de los microsatélites, las provincias explican
significativamente 2.3% (@sr=0.023; p<0.001) de la varianza genética total (Anexo V.C). En
ambas situaciones, la altitud, la latitud, la longitud y sus interacciones pareadas no influyen de
manera significativa en la varianza genética explicada por las provincias biogeogréaficas, de

acuerdo a lo obtenido en los SSAMOV As respectivos (Cuadro 5; Anexo V.C).
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Cuadro 4. Anélisis de varianza molecular (AMOVA y StAMOVA) entre provincias biogeogréaficas de
153 SNPs con indice Fst>0.15 de 169 individuos de 50 razas.

Fuente dft Ss? Ms? p* D5t
AMOVA
Provincia Biogeogréfica 16 3115.492  194.718 0.0001 0.230
Error 152  7900.729  51.979
Total 168  11016.221
StAMOVA
Altitud 1 308.519  308.519 0.068
Latitud 1 11.490 11.490 0.473
Longitud 1 —1.743 -1.743  0.504
Altitud-Latitud 1 770961  770.961 0.001
Altitud-Longitud 1 92.992 92992  0.342
Latitud-Longitud 1 172.838 172.838 0.221

Provincia Biogeografica 16 1880.204  117.513 0.0001 0.116
Error 146 7780.959  53.294
Total 168  11016.221  65.573

Ydf: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; *MS: cuadrados medios; *p: significancia.

Cuadro 5. Analisis de varianza molecular (AMOVA y StAMOVA) entre provincias biogeograficas de
200 SNPs con indice Fs7<0.02 de 169 individuos de 50 razas.

Fuente df* ss? Ms? p* Dt
AMOVA
Provincia Biogeografica 16 1359.230 84.952  0.0001 0.005
Error 152  12348.809 81.242
Total 168  13708.040
StAMOVA
Altitud 1 47.448 47.448 0.311
Latitud 1 3.565 3.565 0.466
Longitud 1 —-0.710 —-0.710 0.482
Altitud-Latitud 1 122.093 122.093  0.159
Altitud-Longitud 1 14.485 14.485 0.432
Latitud-Longitud 1 89.522 89.522 0.224
Provincia Biogeogréfica 16 1119.040 69.940 0.0001 —0.019
Error 146 12312.597 84.333
Total 168  13708.040 81.596

Ldf: grados de libertad; ?SS: suma de cuadrados; *MS: cuadrados medios; *p: significancia.
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Distancia geogréfica

La distancia geogréfica, de acuerdo a las pruebas de Mantel llevadas a cabo con los tres tipos de
marcadores, no influye en la variacion de las distancias genéticas. Las correlaciones entre las
distancias geogréficas y las genéticas de los SNPs candidatos a la seleccién positiva (ry=0.021,
p=0.177; Figura 4A), de los SNPs posiblemente neutrales (ry=—0.026, p=0.923; Figura 4B), de
las isoenzimas (ry=0.039, p=0.023; Anexo V.D) y de los microsatélites (ry=0.002, p=0.442;
Anexo V.E) no son significativas. En estos casos, los intervalos de distancia genética varian en
cada marcador, siendo de 0.30 a 0.872 para los SNPs candidatos a la seleccion positiva, de 0.122
a 0.431 para los SNPs posiblemente neutrales, de 0.014 a 0.574 para las isoenzimas y de 0.276 a
2.401 para los microsatélites. En cambio, las distancias geograficas estan entre cero y 2,764 km,
para los SNPs, 0 2,652 km, para las isoenzimas y los microsatélites; una diferencia de 112 km.
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Figura 4. Correlacion entre la distancia geogréafica (en kildmetros) y la distancia genética de Nei
de 169 individuos de 50 razas. A. 153 SNPs con indice Fsr>0.15 (ry=0.021; p=0.177). B. 200
SNPs con indice Fst<0.02 (ry=—0.026; p=0.923).
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Estructura espacial a escala fina

Los genotipos individuales, estén o no posiblemente influidos por la seleccion natural, muestran
patrones de distribucion espacial que varian a distintos intervalos de distancia geogréfica. El
correlograma de los SNPs candidatos a la seleccién positiva (Figura 5A) indica que los genotipos
vecinos son significativamente similares hasta alrededor de 295 km. El coeficiente de
autocorrelacion genética (r), en este intervalo de distancia geogréfica, es positivo y disminuye de
0.174 a 0.011. En cambio, estos genotipos son significativamente distintos entre distancias de
alrededor de 521 a 1,027 km, en donde r es negativo y varia entre —0.022 y —0.071. A partir de
una distancia de alrededor de 1,155 km, los genotipos individuales se distribuyen de manera
aleatoria, ya que r varia entre —0.018 y 0.023 dentro del intervalo de no significancia.

El patron de distribucion espacial de los genotipos individuales de los microsatélites es
similar al obtenido con los SNPs candidatos a la seleccion positiva. El correlograma de los
microsatélites (Figura 5B) muestra que los genotipos vecinos son significativamente similares
hasta alrededor de 286 0 490 km, en donde r es positivo y disminuye de 0.026 a 0.003. Entre
distancias de alrededor de 553 a 676 km, estos genotipos se distribuyen de manera aleatoria, ya
que r varia entre cero y 0.001 dentro del intervalo de no significancia. A partir de una distancia
de alrededor de 732 km, los genotipos individuales son significativamente distintos, debido a que

I es negativo y varia entre —0.003 y —0.008.

El correlograma de los SNPs posiblemente neutrales (Figura 5C) indica que los genotipos
vecinos son significativamente similares, aunque de manera no tan evidente como en los casos
anteriores, hasta alrededor de 238 km. En este intervalo de distancia geogréfica, la variacion de r
tiene un patron irregular entre cero y 0.017. A partir de una distancia de alrededor de 295 km, los
genotipos se distribuyen de manera aleatoria, ya que r varia entre 0.005 y —0.007 dentro del

intervalo de no significancia.

Los genotipos individuales de las isoenzimas muestran un patrén de distribucion espacial
similar al obtenido con los SNPs posiblemente neutrales. El correlograma de las isoenzimas
(Figura 5D), calculado con 259 individuos escogidos al azar (un individuo por poblacion),
muestra que los genotipos vecinos son significativamente similares hasta alrededor de 276 km.

En este intervalo de distancia geogréafica, la variacion de r tiene un patrén irregular entre —0.017
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y 0.044. A partir de una distancia de alrededor de 332 km, los genotipos individuales se

distribuyen de manera aleatoria, ya que r varia entre 0.011 y —0.027 dentro del intervalo de no

significancia.
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Figura 5. Correlogramas del coeficiente de autocorrelacion genética (r) en funciéon de 24
intervalos de distancia geografica de individuos de 50-59 razas. Las distancias mostradas
corresponden al valor mas alto del intervalo. Limite superior (U) e inferior (L) del intervalo de
confianza del 95% de no significancia. A. 153 SNPs con indice Fsr>0.15. B. 96 microsatélites. C.
200 SNPs con indice Fsr<0.02. D. 34 isoenzimas.

Estructura espacial a escala regional

Los SNPs candidatos a la seleccidn positiva presentan estructura regional. Las evidencias de esto,
de acuerdo al sPCA, se describen a continuacion. El primer valor eigen es 2.118, el segundo
0.680 vy los restantes valores positivos disminuyen gradualmente de 0.392 a cero (Anexo VI.A).
En cambio, los valores eigen negativos varian de manera gradual de cero a —0.253 y la diferencia
entre el ultimo y el pendltimo, con un valor de —0.226, no es considerable. Otra evidencia es que
el primer valor eigen positivo tiene la mayor varianza, aungue no la mayor autocorrelacion, entre
todos estos valores, inclusive la varianza del segundo valor positivo no es muy distinta a la de los
restantes (Anexo VI.C.a). En contraste, el Gltimo valor eigen negativo presenta una varianza y
una autocorrelacion similares a las de los demas valores negativos. La Ultima evidencia es la
prueba estadistica que muestra que las frecuencias alélicas tienen un patron de distribucion no
aleatorio a escala regional (max(t)=0.025, p<0.01), pero esta distribucion si es aleatoria a escala
local (max(t)=0.011, p=0.999). En conclusion, el primer componente del sPCA determina la
estructura regional que presentan los 153 SNPs con alta Fst y no hay una estructura local

significativa.
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Los SNPs posiblemente neutrales no cuentan con estructura ni regional ni local, de acuerdo
a las evidencias del SPCA. En primer lugar, los valores eigen varian gradualmente de positivos a
negativos (Anexo V1.B). El primer valor eigen es 0.476, el segundo 0.394, el pendltimo —0.340 y
el dltimo —0.437. En segundo lugar, el primer valor eigen positivo y el Gltimo valor negativo
presentan una varianza similar entre si y ligeramente distinta, aunque con una autocorrelacién ni
mayor ni menor, a la de los valores eigen restantes (Anexo VI.C.b). Por udltimo, las pruebas
estadisticas indican que las frecuencias alélicas tienen un patrén de distribucion aleatorio tanto a
escala regional (max(t)=0.008, p=0.30) como a escala local (max(t)=0.008, p=0.341). Por lo
tanto, los SNPs con baja Fst no muestran estructura espacial significativa.

Los alelos que contribuyen méas del 5% a explicar el primer componente del sPCA
corresponden a ocho SNPs candidatos a la seleccion positiva (Figura 6). Seis SNPs (PZE-
105063649, -105063667, -107118935, -108031468, -109038290, -110066819) cuentan con
purinas como alelos (adenina y guanina), mientras que los otros dos (PZE-105085845 y
SYN32227), presentan purinas y pirimidinas (guanina o adenina y citosina). El marcador PZE-
105063649 también tuvo una alta diferenciacion genética compartida entre agrupaciones de razas
con distribuciones geogréaficas contrastantes (Fst>0.4) y genera una sustitucion sindnima en el
gen GRMZM2G088737. El ARNm que participa en la transcripcion de este gen esta registrado
en el portal TSA (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa). EI marcador PZE-110066819 genera una
sustitucion no sinénima en el gen GRMZM2G107306. La proteina VITL1 se sintetiza a partir de
este gen que ya habia sido reportado como candidato a la seleccion positiva direccional (van
Heerwaarden et al. 2012). Los seis marcadores restantes se localizan en loci no codificantes
(PZE-105085845, -108031468), en intrones (PZE-105063667, -107118935, -109038290) de tres
genes (GRMZM2G389462, -080567, -171031, respectivamente) o generan sustituciones no
sindnimas (SYN32227 en el gen GRMZM2G012213). Las proteinas sintetizadas a partir de estos
cuatro genes no se han caracterizado aunque si presentan ortélogos sinténicos con el sorgo (S.

bicolor).

La localizacion en un mapa de los puntajes de entidad individuales del primer componente
del sPCA de los SNPs candidatos a la seleccidn sugiere que las frecuencias alélicas se distribuyen
en parches a escala regional (Figura 7). Los puntajes positivos varian entre 0.011 y 4.293,
mientras que los puntajes negativos varian entre —0.374 y —5.795. Cada grupo de puntajes

(cuadros blancos o0 negros) representa una agrupacion y su valor (tamafio de los cuadros) que tan
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similares o diferentes son los individuos entre si, de acuerdo a sus frecuencias alélicas. Todos o la
mayoria (>60%) de los individuos del Altiplano Zacatecano-Potosino, de la Faja Volcéanica, del
sur del Golfo de México, de las Sierras Madre Occidental y Oriental y del Soconusco presentan
puntajes positivos. En cambio, todos o la mayoria (>60%) de los individuos del Altiplano
Chihuahuense, de los Altos de Chiapas, de Baja California, de la Depresion del Balsas, del norte
del Golfo de México, de la Costa del Pacifico, de la Sierra de Oaxaca, de la Sierra Madre del Sur

y de las regiones Sonorense y Tamaulipeca presentan puntajes negativos.
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Figura 6. Contribucion de los alelos al primer componente del SPCA de 153 SNPs con indice
Fsr>0.15 de 169 individuos de 50 razas. Los alelos con nombre contribuyen méas del 5% a

explicar este componente.
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Figura 7. Distribucién geografica de los puntajes regionales del primer componente espacial del sSPCA de 153 SNPs con indice
Fsr>0.15 de 169 individuos de 50 razas. Cada cuadro representa un individuo, los negros puntajes positivos, los blancos negativos y el
tamafio la magnitud del puntaje en cada componente. Las lineas de contorno grises representan gradientes ortogonales entre conjuntos

de individuos diferenciados.
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DISCUSION

Estructura genética espacial

El maiz cultivado en México presenta patrones espaciales de estructura genética regional que
posiblemente estdn determinados, al menos en parte, por la seleccion natural (positiva). Las
frecuencias alélicas de los SNPs con alta diferenciacion genética tienen un patron de distribucién
en parches a lo largo del pais. Algunos de estos SNPs se localizan en genes que se han reportado
previamente como candidatos a la seleccion positiva direccional por domesticacion o
mejoramiento (ver siguiente seccion; Hufford et al. 2012a; van Heerwaarden et al. 2012).
Ademas, otros SNPs con alta diferenciacion genética podrian localizarse en loci del genoma cuya

variacion esta influida por barridos selectivos.

Los barridos selectivos pueden ser identificados como loci con reducida variacion genética
en relacion a otras regiones gendmicas y por un incremento en el desequilibrio de ligamiento con
loci cercanos (Schoville et al. 2012). En el genoma de los cultivos, la extension del desequilibrio
de ligamiento suele ser mayor que en sus parientes silvestres, en particular, en loci del genoma
sujetos a intensa seleccion (Hamblin et al. 2011). EI promedio de decaimiento del desequilibrio
de ligamiento en el maiz es de cinco a 10 kilopares de bases (Yan et al. 2009). En cambio, el
promedio que separa a los SNPs con alta diferenciacion genética analizados es de 62 megapares
de bases. Sin embargo, un poco méas de la cuarta parte (27.6%) de estos marcadores que se
localizan en un mismo cromosoma se encuentran en desequilibrio de ligamiento. Ademas, 16.7%
de las comparaciones pareadas entre SNPs en distintos cromosomas también muestran sefiales de
asociacion entre sus alelos. Por consiguiente, es posible que algunos de estos marcadores se

localicen en loci influidos por los efectos de los barridos selectivos.

La diversidad genética en la muestra analizada es similar a la reportada en otros estudios
del maiz en México. La heterocigosis esperada (Hg) entre provincias biogeogréaficas es similar
(0.188-0.298), para las isoenzimas (0.179-0.295; Sanchez et al. 2000), y en promedio mayor
(0.782+0.004), para los microsatélites (0.61; Reif et al. 2006), a la reportada con estos
marcadores entre razas mexicanas. Ademas, el promedio de este estadistico (0.344+0.004), para

los SNPs posiblemente neutrales, es ligeramente mayor y con un intervalo de variacion mas
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restringido (0.185-0.381) a los reportados con este marcador para algunas lineas mejoradas
endogamicas (0.32, Hamblin et al. 2007; promedio 0.26 y entre 0.02-0.50, Jones et al. 2007).

La localizacion geografica explica parte de la varianza genética del maiz repartida entre
provincias biogeograficas con marcadores probablemente informativos acerca del efecto de la
seleccién positiva. La interaccién entre la latitud y la altitud representa casi la mitad del
porcentaje de varianza explicado por las provincias biogeogréaficas con los SNPs con alta
diferenciacion genética (Cuadro 4), mientras que esta interaccion, la altitud y la interaccion entre
la latitud y la longitud explican cerca de la mitad de este porcentaje entre provincias con las
isoenzimas (Anexo V.B). Estos resultados sustentan lo reportado en otros estudios acerca del
efecto de la altitud y la localizacion geografica en la diversidad del cultivo (Brush y Perales 2007;
Mercer et al. 2008; Hung et al. 2012; Diez et al. 2013).

La altitud tiene un papel importante en la agrupacion racial del maiz (Brush y Perales 2007,
Mercer et al. 2008), debido posiblemente a que los gradientes de temperatura y precipitacion, que
suelen asociarse a este factor, determinan la distribucion potencial de éstas (Hufford et al. 2012b;
Ureta et al. 2012). En los teocintles anuales, Z. m. ssp. parviglumis y Z. m. ssp. mexicana, la
altitud determina significativamente la estructura poblacional entre ambas subespecies (Pyhajarvi
et al. 2012). En cambio, la latitud se asocia al periodo de luz solar diario que regula la floracion
en las plantas incluido el maiz (Diamond 2002; Hung et al. 2012). Sin embargo, las razas
cultivadas en México se distribuyen en areas donde el promedio de la duracién del dia durante la
temporada de crecimiento varia entre 12.46 y 12.98 h (Ruiz et al. 2008), un intervalo reducido.
Por otro lado, la latitud y la longitud, junto con la altitud, son buenos predictores del tamafio del

genoma en el cultivo (Diez et al. 2013).

La distancia geografica determina la distribucién de los genotipos individuales del maiz y
éstos Ultimos muestran patrones espaciales a fina escala que posiblemente se deben al efecto de la
seleccion positiva y principalmente al de aislamiento por distancia. Los genotipos individuales
vecinos son significativamente similares hasta distancias entre 295y 286 o 490 km, de acuerdo a
los correlogramas de los SNPs con alta diferenciacién genética (Figura 5A) y de los
microsatélites (Figura 5B), respectivamente, y estos genotipos son significativamente diferentes a
mas de 732 km con el segundo marcador. Los patrones espaciales obtenidos con estos

marcadores son similares, aunque con distancias geograficas mayores, a los reportados para la
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variacion del tamafio del genoma en 22 razas mexicanas de maiz y en los teocintles anuales Z. m.
ssp. parviglumis y Z. m. ssp. mexicana (Diez et al. 2013). En este estudio reciente se encontrd
que el estadistico | de Moran del tamafio del genoma es significativo en vecindarios de 65 km
para las razas de maiz y de 75 km para los teocintles anuales (Figura 8).
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Figura 8. Correlograma del estadistico | de Moran del tamafio del genoma frente al tamafio del
vecindario, medido en intervalos de distancia de 5 km. Este correlograma corresponde a la Figura
S1 del estudio de Diez et al. 2013.

La similitud de los correlogramas de los microsatélites (Figura 5B) y del tamafo del
genoma (Figura 8) sugieren que los patrones espaciales encontrados en el maiz corresponden al
aislamiento por distancia. Este patrdn espacial se ha detectado en este cultivo a escala nacional
(México; este estudio) y a escala continental (América; Matsuoka et al. 2002a; Vigouroux et al.
2008), sin embargo, no se ha detectado a escala regional (Pressoir y Berthaud 2004) y esto
posiblemente se deba al manejo tradicional. Los intercambios de semillas, que representan la

migracién de los individuos entre poblaciones, ocurren mayormente en un radio de 10 km, sin
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embargo, éstos pueden extenderse, aunque no muy frecuentemente, hasta 50 km en México
(Bellon et al. 2011) e inclusive hasta 300 km en América (Vigouroux et al. 2008). EI manejo
local de las semillas promueve el flujo génico entre los individuos a distancias de unos cuantos
kilbmetros y lo limita a mayores distancias, lo cual explicaria el patron de aislamiento por
distancia. Ademas, este patron espacial se observa en los teocintles anuales, en donde explica la
estructura poblacional dentro y entre las subespecies (Pyhé&jarvi et al. 2012). En otros cultivos y
sus parientes silvestres, como el arroz (Oryza sativa) el sorgo (Sorghum ssp.) y el betabel (Beta
vulgaris), también se ha encontrado que los intercambios de semillas o la dispersién del polen
son menos frecuentes a mayor distancia geogréfica y, por consiguiente, los niveles de flujo
génico disminuyen y se genera un patrén de aislamiento por distancia (Arnaud et al. 2009;
Pusadee et al. 2009; Muraya et al. 2011).

A escala regional, las frecuencias alélicas de los SNPs con alta diferenciacion genética del
maiz se distribuyen en parches que en mayor medida corresponden a las provincias
biogeograficas (Figura 7). Esta correspondencia podria esperarse ya que el indice Fsr a partir del
cual se seleccionaron los SNPs se obtuvo entre estas regiones. Sin embargo, las razas se agrupan
en complejos regionales que se localizan en areas con interacciones entre el genotipo y el
ambiente similares (Sanchez y Goodman 1992; Brush y Perales 2007). Una alternativa de
agrupacion espacial para este cultivo en México, distinta aunque similar a las provincias
biogeograficas (CONABIO 1997), podria ser la regionalizacién biogeografica basada en los
modelos de distribucion geografica para cada raza que fue desarrollada por Perales y Golicher

(Perales, comunicacion personal; Figura 9).

El patrén espacial encontrado en el maiz, a partir de las provincias biogeograficas
(CONABIO 1997) y posiblemente también a partir de la regionalizacién biogeografica (Figura
9), sugiere que las presiones de seleccion natural debidas a factores abidticos y bidticos externos
son semejantes regionalmente mientras que varian en mayor o menor grado en distintas regiones.
En las razas mexicanas se ha encontrado que las diferencias en las condiciones ambientales son la
principal fuerza detras de los patrones generales de diversidad en el paisaje, sin embargo, también
hay una influencia cultural (Sanchez et al. 2000; Pressoir y Berthaud 2004; Brush y Perales
2007). Algunos de los factores ambientales y culturales que posiblemente generan patrones de

adaptacion local en este cultivo podrian ser los niveles de temperatura y precipitacion, el tipo de
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suelo, la presencia o ausencia de ciertos insectos o patdgenos y las técnicas de cultivo y de

control de plagas (Mercer et al. 2008).

Complejo de Chiapas
Valles y Sierras de Oaxaca
Cordillera Costera de Occidente
Mesa Central

Sierra del Noroeste
Cafiones Chihuahuenses
Mesa del Norte

Planicies del Golfo

" 9. Peninsula de Yucatan
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11. Baja California y Noroeste
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Figura 9. Regionalizacion biogeogréafica del maiz de Perales y Golicher (Perales, comunicacion

personal), basada en los modelos de distribucion geogréafica para cada raza cultivada en México.

Genes candidatos a la seleccion natural positiva

La mayoria de los SNPs con alta diferenciacion genética se localizan en genes y algunos de éstos
podrian ser candidatos a la seleccién natural (positiva). Un ejemplo es el marcador PZE-
110066819, el cual genera una sustitucion no sinénima en el gen GRMZM2G107306. La
proteina VIT1, sintetizada a partir de este gen, importa el hierro, un elemento esencial para
procesos vitales, a las vacuolas de los embriones en las semillas (Kim et al. 2006). Ademas, el
marcador PZE-110066819 es uno de los ocho que contribuyen mas del 5% a explicar los patrones

espaciales de estructura genética regional encontrados con el sSPCA.
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Otros dos genes (GRMZM2G079089, -317406), que tienen SNPs con alta diferenciacion
genética en exones (PZE-103172227, PUT-163a-78116163-4360, respectivamente), sintetizan
proteinas que ya se han caracterizado. EI gen GRMZM2G079089 sintetiza la proteina trhl. Las
tiorredoxinas son proteinas de poca masa molecular, sintetizadas por una familia de genes, se
localizan en el citoplasma y probablemente estan involucradas en la activacion de varias enzimas
del citosol, ya que su funcion es deshacer los enlaces disulfuro de proteinas blanco (Ishiwatari et
al. 1998). El gen GRMZM2G317406 sintetiza la proteina mgs1, la cual se expresa en el grano del
polen y el tubo polinico (Stinson et al. 1987). Ademas, otros cinco genes (GRMZM2G171324, -
157127, -359746, -125294, -012213), con SNPs que generan sustituciones no sinénimas (PZE-
101015149, -101116836, -102137516, -108042154, SYN32227, respectivamente) codifican para
proteinas que no se han caracterizado aunque cuentan con ortologos sinténicos con el sorgo (S.

bicolor; Andorf et al. 2010; www.maizegdb.org).

La mayoria de las proteinas sintetizadas a partir de genes que cuentan con SNPs con alta
diferenciacion genética no se han caracterizado, pero presentan ortdlogos sinténicos con el sorgo
(S. bicolor). Los genes ortologos son aquellos que se originaron de un solo gen ancestral en el
altimo ancestro comun de los genomas comparados (Koonin 2005). En el caso del maiz y del
sorgo, los progenitores de los genomas de estos cultivos se separaron evolutivamente hace
alrededor de 11.9 millones de afios (Swigonova et al. 2004). Debido a esta cercania evolutiva,
estos genomas pueden incluir bloques sinténicos conservados (conjunto de genes que mantienen
el orden ancestral) constituidos por cientos o inclusive miles de genes (Dandekar et al. 1998;
Koonin 2005). Los ortélogos usualmente tienen funciones equivalentes, sin embargo, es posible
que proteinas no ortélogas ni homologas (genes que comparten un origen comun) lleven a cabo
estas funciones en organismos diferentes (Koonin 2005). Ademas, los genes duplicados en el
maiz, aungue se encuentren en regiones ortélogas, no necesariamente son ortélogos (Swigonova
et al. 2004). Por lo tanto, la mayoria de los genes codifican proteinas cuya funcién adn no se

conoce con certeza.

Adaptacion local

La basqueda de SNPs candidatos a la adaptacién local con dos métodos distintos (extremos de

latitud y altitud y distribuciones geograficas contrastantes) mostré que dos marcadores con alta
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diferenciacion genética se comparten entre agrupaciones de razas en distintos ambientes. El
marcador SYN36384 genera una sustitucion no sindénima en el gen GRMZM2G458824, el cual
codifica para una proteina que aun no se ha caracterizado ni cuenta con un ortélogo sinténico con
el sorgo (S. bicolor; Andorf et al. 2010; www.maizegdb.org). En cambio, el marcador PZE-
105063649 genera una sustitucion sinonima en el gen GRMZM2G088737, el cual codifica para
una proteina que tampoco se ha caracterizado pero el ARNm que participa en la transcripcion
esta registrado en el TSA (www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/tsa). Ademas, este marcador también
tiene alta diferenciacién genética entre provincias biogeograficas y es uno de los ocho que
contribuyen méas del 5% a explicar los patrones espaciales de estructura genética regional

encontrados con el SPCA.

El escaso nimero de SNPs compartidos entre agrupaciones de razas en distintos ambientes
no significa que el proceso de seleccion natural divergente que genera los patrones de adaptacion
local no esté operando en el maiz. Este patron podria no detectarse debido a la presencia de
genotipos generalistas favorecidos por altos niveles de flujo génico y por variacion temporal en la
seleccion (Kawecki y Ebert 2004), sin embargo, esto posiblemente no ocurre en este cultivo. En
las comunidades mexicanas, la integracion de las semillas al germoplasma local depende no sélo
de la introduccion sino también de las practicas de manejo y ambos procesos varian
regionalmente (Dyer y Taylor 2008). La tasa de reemplazo con semillas mejoradas o nativas
externas es mayor, en las comunidades del noroeste, noreste y oeste de México, y menor, en las
comunidades del centro y sudeste del pais, que la tasa de difusion de las semillas nativas (Louette
et al. 1997; Perales et al. 2003b; Pressoir y Berthaud 2004; Dyer y Taylor 2008), lo cual
posiblemente genera distintos patrones de flujo génico regional. En cambio, la seleccion anual de
las semillas por parte de los agricultores tradicionales, un evento en general subjetivo,
posiblemente promueve un proceso estabilizador que mantiene la diversidad genética y los
caracteres particulares de las razas en ciertas poblaciones nativas (Perales et al. 2003b; Dyer y
Taylor 2008).

Las presiones estables y consistentes de seleccion con bajos niveles de flujo génico a nivel
regional promueven la seleccién divergente que genera la adaptacion local (Bellon et al. 2011).
Un claro ejemplo de adaptacion local en el maiz son las razas del complejo Cdnico, distribuidas
mayormente en la Faja Volcanica, y las del complejo Sierra de Chihuahua, localizadas en la
Sierra Madre Occidental (Sanchez y Goodman 1992; CONABIO 2010). La adecuacion de estas
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razas disminuye en altitudes menores a los 2,000 msnm y el cultivo de las variedades mejoradas
no se ha extendido en altitudes mayores a este limite, debido posiblemente a que su produccién
disminuye como resultado de interacciones entre el genotipo y el ambiente mas intensas (Perales
et al. 2003a; Mercer et al. 2008).

Otra razon de que no se haya detectado un patron genético consistente de adaptacion local
entre las razas de maiz en distintos ambientes podria ser que distintas poblaciones nativas han
alcanzado picos adaptativos de diferente altura, por ejemplo, si han evolucionado combinaciones
alternativas de genes epistaticos que dan como resultado distinta adecuacion (Kawecki y Ebert
2004). La adaptacion a un nuevo ambiente podria llevarse a cabo a partir de ligeros cambios en
las frecuencias alélicas de multiples SNPs en el genoma localizados en distintos genes
(adaptacion poligénica; Pritchard y Di Rienzo 2010) y las combinaciones de genes, que generan
caracteres fenotipicos similares en ambientes semejantes, podrian ser diferentes (evolucion

convergente; Arendt y Reznick 2008).

Las razas de maiz se han adaptado a distintos ambientes en un corto tiempo, de alrededor
de 9,000 afios, desde su domesticacion (Matsuoka et al. 2002a). La adaptacion a partir de la
variacion presente en el genoma es mas rapida que a partir de una nueva mutacion, debido a que
los alelos potencialmente ventajosos ya estan presentes en el momento en que ocurre el cambio
ambiental (Barrett y Schluter 2007). El genoma del maiz presenta una amplia variacion
estructural que promueve los procesos de adaptacion a partir de mdltiples copias de alelos
antiguos (Chia et al. 2012). La seleccion posiblemente ha puesto a prueba estos alelos en el
pasado Yy, éstos ultimos, podrian representar distintos cambios genéticos potencialmente
ventajosos para un mismo ambiente (Barrett y Schluter 2007). Debido a esto, es posible que en el
maiz el principal mecanismo de adaptacion local sea mediante el incremento en las frecuencias
de alelos ya presentes en el genoma que a partir de nuevas mutaciones (van Heerwaarden et al.
2012). Por ejemplo, en las lineas mejoradas endogamicas, que son aun mas recientes que las
razas, se han detectado genes candidatos que cuentan con patrones de ancestria y de longitud de
haplotipo similares al resto del genoma y, en consecuencia, posiblemente no han ocurrido
cambios bruscos en las frecuencias alélicas de los loci neutrales asociados (van Heerwaarden et
al. 2012).
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Es posible que las poblaciones nativas de distintas razas de maiz en ambientes similares
hayan desarrollado caracteres adaptativos semejantes a partir de genes candidatos diferentes
debido a que los alelos ventajosos podrian no dispersarse entre estas regiones. En los cereales, los
caracteres asociados al sindrome de domesticacion, como la dehiscencia de los granos, suelen
estar regulados por conjuntos diferentes de genes en el genoma (Li y Gill 2006). En contraste, los
caracteres asociados a la diversificacion posterior a la domesticacién, como la ausencia o casi
ausencia de la amilasa del almidon en el endospermo, y aquellos asociados al mejoramiento,
como el color del grano y la espiga, suelen estar regulados por un mismo conjunto de genes
(Gross y Olsen 2010). Un caso en el que se ha estudiado la evolucion convergente en una especie
con amplia distribucion geogréafica es el del ser humano. Entre las poblaciones de distintos
continentes, distintos genes o conjuntos de genes determinan la piel clara en los europeos y los
asiaticos orientales o la persistencia de la lactasa en los adultos europeos y africanos (Tishkoff et
al. 2006; Norton et al. 2007; Coop et al. 2009).
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CONCLUSIONES

La seleccion divergente, la principal fuerza evolutiva que promueve la adaptacion local,
posiblemente opera en el maiz mayormente mediante el incremento en las frecuencias de alelos
ya presentes en el genoma que a partir de nuevas mutaciones. El reducido nimero de SNPs con
alta diferenciacion genética compartidos entre agrupaciones de razas en distintos ambientes
sugiere que posiblemente distintas combinaciones de genes han generado caracteres adaptativos
similares. No obstante, las razas cultivadas a mas de 2,000 msnm muestran evidencias de
adaptacion local ya que son sensibles a las condiciones ambientales caracteristicas de altitudes
menores y que incluyen cambios en temperatura y precipitacion. Sin embargo, el mecanismo

genético que regula la adaptacion local en el maiz ain no se ha descrito.

El maiz cultivado en México presenta patrones espaciales de estructura genetica regional
posiblemente determinados por la seleccion natural (positiva). Algunos de los genes que tienen
SNPs con alta diferenciacion genética podrian ser candidatos a esta seleccion o localizarse en loci
cuya variacion esta influida por el efecto de los barridos selectivos. En particular, dos genes
(GRMZM2G107306 y -088737) probablemente son candidatos debido a que cuentan con SNPs
(PZE-110066819 y -105063649, respectivamente) que ya habian sido reportados en la literatura o
que tuvieron alta diferenciacion genética con dos métodos en este estudio. Ambos marcadores
son informativos para la estructura genética espacial encontrada. Ademas, la proteina VIT1,
sintetizada por el gen GRMZM2G107306, tiene una funcion posiblemente clave en el desarrollo
del embridn, ya que importa el hierro, un elemento esencial para procesos vitales, a las vacuolas

de los embriones en las semillas.

Las condiciones ambientales, que incluyen a factores abidticos y bidticos externos,
posiblemente sean la principal fuerza que determina la diversidad en el maiz, sin embargo,
también hay una influencia cultural. EI patron de aislamiento por distancia encontrado
posiblemente se debe a que los intercambios de semillas suelen llevarse a cabo entre
comunidades cercanas. Ademas, la influencia de la localizacién geografica detectada y el patrén
espacial en parches de las frecuencias alélicas obtenido sugieren que las presiones de seleccion
varian regionalmente. Algunos de los factores ambientales y culturales que posiblemente generan

patrones de adaptacion local en este cultivo podrian ser los niveles de temperatura y
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precipitacion, el tipo de suelo, la presencia o ausencia de ciertos insectos o patégenos y las

técnicas de cultivo y de control de plagas.
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ANEXOS

ANEXO |. Protocolo CTAB modificado para la extraccion de ADN (Doyle y Doyle 1987;
Vazquez-Lobo 1996).

Sustancias por muestra Material

2 ml de nitrégeno liquido mortero con pistilo estéril por muestra
2 ml de buffer CTAB 2X 2 tubos de 1.5 ml por muestra

2 ul de B-mercaptoetanol centrifugadora de 13,000 rpm a 4°C

4 ul de RNAsa incubadora a 60°C

600 pl de cloroformo-octanol 24:1 refrigerador a —20°C

400 pl de isopropanol frio
1 ml de etanol 70% frio

200 pl de agua desionizada

Procedimiento
1. En un mortero frio moler de 30 a 100 mg de tejido congelado con nitrégeno liquido.

2. Cuando se evapore el nitrogeno liquido y el tejido sea un polvo fino agregar inmediatamente 1
ml de buffer CTAB 2X y 4 ul de RNAsa. Revolver la muestra hasta que licue.

3. Verter la muestra en un tubo de 1.5 ml y centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a

temperatura ambiente.

4. Eliminar el sobrenadante e incorporar la muestra en 600 ul de buffer CTAB 2X. Incubarla en

un bafio Maria a 60°C por 10 min y agitarla repetidamente durante este periodo.

5. Agregar 600 pl de cloroformo-octanol 24:1, agitar hasta homogeneizar y centrifugar a 13,000

rpm durante 10 min a 4°C (o hasta que el sobrenadante quede transparente).

6. Trasladar el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml (si el sobrenadante esta muy turbio se

pueden repetir los pasos 5 y 6)



7. Agregar 400 pl de isopropanol frio e inmediatamente mezclar volteando suavemente el tubo.

Incubar de 30 min a 24 h a —20°C.

8. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C y eliminar el sobrenadante teniendo cuidado de
no tirar el pellet de ADN.

9. Agregar 500 pl de etanol 70% frio y centrifugar a 13,000 rpm durante 2 min a 4°C. Eliminar el
sobrenadante teniendo cuidado de no tirar el pellet de ADN y repetir este paso.

10. Secar en una campana hasta que no queden rastros de etanol en el tubo. Incorporar el pellet de
ADN en 200 ul de ddH,O estéril (la cantidad puede variar dependiendo del tamafio del pellet)

y almacenar a —20°C.



ANEXO 11

Anexo Il.A. Localidades de los 169 individuos de 50 razas analizados con SNPs. Las provincias biogeograficas corresponden a

CONABIO 1997, sin embargo, las de la Costa del Pacifico y del Golfo de México se subdividieron en Norte y Sur.

Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
Carretera San Juan
27 2009-232 Ancho Tepeoculco, Atlautla, Faja Volcanica 2226 18.998 -98.779
Estado de México
Carretera San Juan
29 2009-235 Ancho Tepeoculco, Atlautla, Faja Volcanica 2226 18.998 -98.779
Estado de México
30 2009-236 Ancho San Andres Tlalamac, Faja Volcanica 2073 18.968 -98.809
Atlautla, Estado de México ' '
12 Apachito Tres Ojitos, Madera, Sierra Madre Occidental 2106  29.113 -108.080
Chihuahua
3 16 Apachito Santo Tomas, GUErTero, o Madre Occidental 1975  28.686 -107.583
Chihuahua
5 717 Arrocillo ELZE‘I’;'“""”’ Zagatlan, Sierra Madre Oriental 2159 19.934 -97.981
97 731 Arrocillo Eﬁ;‘gfaatz'”go’ Zacatlan, g0 Madre Oriental 2104 19.956 -97.979
146 734 Arrocillo ELOGE‘I);'“"‘”’ Zagatlan, Sierra Madre Oriental 2131 19.943 -97.980
185 732 Arrocillo Eﬁ)e‘gfaatz'”go’ Zacatlan, g0 Madre Oriental 2104 19.956 -97.979
6 415 Azul Las Varas, Temosachic, i Madre Occidental 2215 28.455 -108.015
Chihuahua
8 416 Azul Las Varas, Temosachic, i Madre Occidental 2220 28.457 -108.016
Chihuahua
100  SIN-2007-087  Blando de Sonora Chinobampo, El Fuerte, ~ Costa del Pacifico 209  26.395 -108.383
Sinaloa (Norte)
10 38 Bofo Cuiteco, Urique, Chihuahua Sierra Madre Occidental 1734 27.435 -108.008




Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud

San Pedro Tlaltizapan,
31 2009-041 Cacahuacintle Santiago Tianguistenco, Faja Volcénica 2585 19.196 -99.509
Estado de México

Calimaya, Calimaya,

32 2009-049 Cacahuacintle - Faja Volcénica 2700 19.168 -99.618
Estado de Meéxico
San Pablo Zitlaltepec,
63 41 Cacahuacintle Trinidad Sanchez Santos,  Faja Volcénica 2554  19.222 -97.901
Tlaxcala
64 159 Cacahuacintle 5 km E Atotonilco, Tlaxco, Faja Volcanica 2745 19.600 -98.057
Tlaxcala
69 85 Cacahuacintle h?(;r;l?gﬁ\ncha, Agua Blanca, Sierra Madre Oriental 2133 20.339 -98.431
2009-REPO- Ejido Tuna Mansa, Silao,  Altiplano Sur i
14 118 Celaya Guanajuato (Zacatecano-Potosino) 1823 21.009 -101.405
12 2009-REPO- (java El Ahuacate, Uriangato, .. \sg1canica 1877 20.091 -101.119
114 Guanajuato
148 2009REPO- opva San Jose de Araceo, Valle .. \/o1c4nica 1750 20.374 -101.161
101 de Santiago, Guanajuato
35  2009-006 Chalquefio La Cofradia, Amatepec,  nooqign del Balsas 1390 18.660 -100.228
Estado de México
San Lorenzo Oyamel,
37 2009-150 Chalquefio Temoaya, Estado de Faja Volcanica 2595 19.418 -99.595
México
500 km NW Lazaro
67 92 Chalquefio Cardenas, Huamantla, Faja Volcanica 2530 19.359 -97.988
Tlaxcala
68 22 Chalquefio gnacio Zaragoza, Faja Volcanica 2497 19.291 -97.929
Cuapiaxlta, Tlaxcala
184  2009-263 Chalquefio Pahuacan, Ayapango, Faja Volcénica 2536 19.104 -98.804
Estado de Meéxico
70 111 Chalquefio Rancho San Antonio Texas, o2 Madre Oriental 2068 20221 -98.337

Metepec, Hidalgo

iv



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
San Juan Hueyapan,
71 112 Chalquefio Cuautepec de Hinojosa, Sierra Madre Oriental 2136 20.030 -98.281
Hidalgo
2 SON2007-064 Chapalote ggr?(i?;)as Huasabas, Sonorense 542 29.907 -109.301
4 SON2007-065 Chapalote gﬁ?:as Huasabas, Sonorense 537  29.904 -109.300
149 SON2007-067 Chapalote mroctezuma, MOCIe2Uma.  Sonorense 596  29.805 -109.674
15  Chis-2009-79 R Chiquito Rancheria San Nicolas, 010 4o Mexico (Su) 120 17.322  -92.089
Salto de Agua, Chiapas
- Rancheria San Nicolas, L.
81 79 Chiquito Salto de Agua, Chiapas Golfo de Meéxico (Sur) 120 17.322 -92.089
82 121 Comiteco San Marcos, Altos de Chiapas 1553 16,196 -91.977
Independencia, Chiapas
150 122 Comiteco LaLibertad, Altos de Chiapas 1550 16.249 -92.020
Independencia, Chiapas
183 127 Comiteco gﬂ:;?)gzsa Independencia,  Ajos de Chiapas 1550 16.195 -91.937
186 133 Comiteco Guayamuses Altos de Chiapas 1550 16.233 -91.975
80 39 Comiteco E{:?:pgsucmapa’ Suchiapa, - cta del Pacifico (Sur) ~ 455  16.623 -93.100
21 12 Conejo Olinala, Olinala, Guerrero  Depresion del Balsas 1312 17.780 -98.743
23 25 Conejo éa” Gabriel, Olinala, Depresion del Balsas 1685 17.778 -98.742
uerrero
152 30 Conejo gir:rarfrzatz'”go’ Olinald, ey ra Madre del Sur 1493 17.886 -98.681
182 45 Conejo Cualac, Cualac, Guerrero  Sierra Madre del Sur 1402 17.745 -98.656
192 2009-182 Cénico Xala, Axapusco, Estado de  Altiplano Sur 9479 19759 -98.647

México

(Zacatecano-Potosino)




Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud

Colonia Libertad, Santa

43 2009-046 Cdnico Cruz Atizapan, Estado de  Faja Volcénica 2585 19.185 -99.510

México

El Espinal, Villa Victoria,

Estado de México

El Carmen Tequexquitla, El

60 6 Cénico Carmen Tequexquitla, Faja Volcanica 2358 19.319 -97.652
Tlaxcala

101 142 Cénico Capula, Tetla, Tlaxcala Faja Volcanica 2557 19.519 -98.048
San Antonio Soyatzingo,

154  2009-244 Conico Amecameca, Estado de Faja Volcanica 2400 19.091 -98.782
México
San Antonio Mextepec, San

179  2009-097 Conico Felipe del Progreso, Estado Faja Volcanica 2663 19.651 -99.956
de México

44 2009-078 Cdnico Faja Volcénica 2605 19.461 -100.063

Xalostoc, Xalostoc,
Tlaxcala
Emiliano Zapata,
187  2009-084 Conico Ixtlahuaca, Estado de Faja Volcanica 2538 19.569 -99.791
México
San Pablo Malacatepec,
188  2009-133 Conico Villa de Allende, Estado de Faja Volcanica 2452 19.352 -100.168
México
San Diego Suchitepec,
190  2009-080 Conico Villa Victoria, Estado de Faja Volcénica 2576 19.491 -100.026
México
Ejido Cerro Alto, Agua
Blanca, Hidalgo
Nopalillo, Metepec,
Hidalgo
Canfada de Flores, Metepec
Hidalgo

181 139 Conico Faja Volcanica 2469 19.394 -98.069

72 89 Conico Sierra Madre Oriental 2059 20.332 -98.379

73 105 Conico Sierra Madre Oriental 2144  20.243 -98.291

153 99 Cénico " Sierra Madre Oriental 2143 20.287 -98.405

Vi



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
180 116 Cénico El Capulin, Cuautepecde  gio - Madre Oriental 2297 19.999 -98.275
Hinojosa, Hidalgo
189 82 Conico Rancheria Chichicaxtle, i podre Oriental 2104 20.359 -98.374
Agua Blanca, Hidalgo
24 3 Cénico Nortefio Bustillos, Cuauhtemoc, i Madre Occidental 2010 28.497 -106.632
Chihuahua
25 4 Cobnico Nortefio Bu.St'IIOS’ Cuauhtemoc, Sierra Madre Occidental 2010 28.495 -106.629
Chihuahua
156 5 Cobnico Nortefio Zar_naloapan, Cuauhtemoc, Sierra Madre Occidental 2019 28519 -106.656
Chihuahua
98 263 Coscomatepec San Antonio Rayon, Golfo de Mexico (Norte) 167  20.110 -97.485
Xonotla, Puebla
157 291 Coscomatepec Buena Vista, /Ayotoxco de Golfo de Mexico (Norte) 126  20.127 -97.456
Guerrero, Puebla
26 VER-54A Coscomatepec \E/Lfsc'mir Tezonapa, Golfo de México (Sur) 201 18500 -96.783
28 255 Coscomatepec Eﬂgk')rlg'ta’ Cuetzalan, Sierra Madre Oriental 1604 19.965 -97.565
33 14 Cristalino de La Cantera, Cusihuirachi, i \adre Occidental 2094  28.193 -106.879
Chihuahua Chihuahua
34 17 Cristalino de Guadalupe, Guerrero, Sierra Madre Occidental 2034 28503 -107.475
Chihuahua Chihuahua
36 CHIH-235 Dulce Moris, Moris, Chihuahua Sierra Madre Occidental 950 28.133 -108.533
91  SON2007-033 Dulcillo del Noroeste égr‘]*graB'anca’ Yecora, Sierra Madre Occidental 1435  28.537 -108.925
108  SON2007-049  Dulcillo del Noroeste g:r']f)ar?o'oa Sahuaripa, Sierra Madre Occidental 708 28.613 -109.106
30  Repetidal8  Dzit-Bacal Nuevo Vicente GUITero, oo, qol pacifico (Sur) 618  16.032  -92.980
Villacorzo, Chiapas
40  Repetida3l  Dzit-Bacal Ejido ElParral, Villacorzo, - - el pacifico (Sur) 654  16.364  -93.002

Chiapas

vii



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
Rivera El Gavilan,
159 67 Dzit-Bacal Ocozocoautla de Espinosa, Costa del Pacifico (Sur) 779  16.752 -93.457
Chiapas
16 SIN-2007-054 Elotero de Sinaloa ~ 9ua Zarca, El Rosario, - Costa del Pacifico 220 22890 -105.546
Sinaloa (Norte)
88  SIN-2007-026  Elotero de Sinaloa ~ arta Catarina, Concordia, - Costa del Pacifico 200 23.431 -106.082
Sinaloa (Norte)
. La Guayanera, Concordia, Costa del Pacifico
89 SIN-2007-031  Elotero de Sinaloa Sinaloa (Norte) 929  23.406 -105.892
. La Labor, San Ignacio, Costa del Pacifico
173 SIN-2007-083  Elotero de Sinaloa Sinaloa (Norte) 258 23.846 -106.426
. Potrerillo, Concordia, Costa del Pacifico
174  SIN-2007-038 Elotero de Sinaloa Sinaloa (Norte) 1526 23.458 -105.831
San Diego Suchitepec,
55 2009-081 Elotes Cdnicos Villa Victoria, Estado de Faja Volcanica 2576 19.491 -100.026
México
Emiliano Zapata,
56 2009-085 Elotes Cdnicos Ixtlahuaca, Estado de Faja Volcanica 2538 19.569 -99.791
México
57 2009-13 Elotes Conicos San Pedro Atocpan, Milpa ., vo/canica 2530 19.192 -99.050
Alta, Distrito Federal
Francisco Javier Mina,
65 39 Elotes Cdnicos Trinidad Sanchez Santos,  Faja Volcanica 2640 19.191 -97.925
Tlaxcala
66 58 Elotes Conicos > km E Huamantla Faja Volcanica 2621 19322 -97.973
Huamantla, Tlaxcala
160 2009-240 Elotes Conicos San Juan Tenuxtitlan, Faja Volcanica 2600 19.056 -98.772
Atlautla, Estado de México ' '
San José Teacalco-Quinta
161 128 Elotes Cdnicos Seccion, San Jose Tecalco, Faja Volcanica 2620 19.339 -98.047

Tlaxcala

viii



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
San Juan Jalpa, San Felipe
170  2009-098 Elotes Conicos del Progreso, Estado de Faja Volcénica 2535 19.706 -99.929
México
171 183 Elotes Conicos Santiago Tlalpan, Faja Volcanica 2584  19.488 -98.316
Hueyotlipan, Tlaxcala
-~ Pahuacéan, Ayapango, : -
191  2009-266 Elotes Cdnicos Estado de México Faja Volcénica 2560 19.109 -98.807
74 81 Elotes Conicos Rancheria Chlch_lcaxtle, Sierra Madre Oriental 2104 20.359 -98.374
Agua Blanca, Hidalgo
75 87 Elotes Conicos Calabazas-Primera SECcion,  gio . Madre Oriental 2081 20.355  -98.376
Agua Blanca, Hidalgo
Rancheria Potrero de
102 73 Elotes Cdnicos Monroy, Agua Blanca, Sierra Madre Oriental 1698 20.398 -98.383
Hidalgo
172 86 Elotes C6nicos Calabazas-Primera Seccion,  gio . Madre Oriental 2081 20.355  -98.376
Agua Blanca, Hidalgo
162 2009REPO- pipies Occidentales  Maflores, Comonfort, — Altiplano Sur 2071 20.787 -100.936
015 Guanajuato (Zacatecano-Potosino)
a1 2009REPO- pihies Occidentales  comonfort, Comonfort, oo \/o1canica 1800 20.744 -100.766
002 Guanajuato
a2 2009REPO- piiies Occidentales  almillas de San Juan, Faja Volcanica 1854 20.784 -100.815
009 Comonfort, Guanajuato
103 2009-063 Elotes Occidentales =) FeMon, Temascaltepec, .. \/o1c4nica 1779 19.044 -100.108
Estado de México
Mesa de Tres Rios, Nacori . .
92 SON2007-084  Gordo . Sierra Madre Occidental 1880 29.840 -108.710
Chico, Sonora
163  SON2007-085 Gordo Mesa de Tres Rios, Nacori  gjoa Madre Occidental 1880  29.840 -108.710
Chico, Sonora
45  Nay-2010-91  Harinoso de Ocho 2N Felipe Aztatan, Costa del Pacifico 43 22384 -105.419

Tecuala, Nayarit

(Norte)




Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
46 NAY-129 Jala Jala, Jala, Nayarit g\‘l’;ﬁe‘;e' Pacifico 1060 21.100 -104.441
47 2003-2 Jala Jomulco, Jala, Nayarit (Ch‘l’;:?e‘;e' Pacifico 1153  21.102 -104.429
164  2003-6 Jala Jomulco, Jala, Nayarit (C,\‘I’gﬁ‘e‘;'e' Pacifico 1153  21.102 -104.429
169  2004-17 Jala Jomulco, Jala, Nayarit (C,\‘I’;ﬁ‘e‘;e' Pacifico 1057 21.078 -104.440
48 OAX-190 Mixefio ('-)ZX Aa%‘;"era’ TOLONEPEC,  gierra Madre del Sur 1500 17.217 -95.983

. Ejido Benito Juarez,
104 190 Mountain Yellow Motozintla, Chiapas Soconusco 1967 15.363 -92.308
50 2009-JAAG- Mushito Derramaderos, Victoria, Altiplano Sur _ 9500 21358 -100137
062 Guanajuato (Zacatecano-Potosino)

105  2009-09 Mushito Mulege, Mulegé, Baja Baja California 5 26890 -111.936
California Sur

a9 2009IAAG- T hito Cerro Prieto, Aarjea, Sierra Madre Oriental 1850 21.278  -99.805

049 Guanajuato

83 135 Nal-Tel de Altura Guayamuses, Altos de Chiapas 1551 16.233 -91.977
Independencia, Chiapas

84 136 Nal-Tel de Altura Campamento, = Altos de Chiapas 1552  16.216 -91.916
Independencia, Chiapas

51 OAX-165 Nal-Telde Alura £ Ciruelo, Santiago Costa del Pacifico (Sur) 50  16.300 -98.217
Pinotepa Nacional, Oaxaca

52 OAX-400 Nal-Tel de Altura Finca Carlota, San Golfo de México (Sur) 1250 18.017 -96.733
Bartolomé Ayautla, Oaxaca

99  VER-115 Nal-Tel de Altura Ixtaczoquitlan, Sierra de Oaxaca 920 18.850 -97.067
Ixtaczoquitlan, Veracruz

78 18 Olotillo Nuevo Vicente GUITero, ., qol pacifico (Sur) 618  16.032  -92.980
Villacorzo, Chiapas

79 31 Olotillo Ejido El Parral, Villacorzo, - 1o el pacifico (Sur) 654 16.364  -93.002

Chiapas




Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud

Medio Monte-Primera
165 260 Olotillo Seccion, Tuxtla Chico, Costa del Pacifico (Sur) 191 14902 -92.217
Chiapas
Medio Monte, Tuxtla

200 264 Olotillo : : Costa del Pacifico (Sur) 159  14.874 -92.205
Chico, Chiapas

76 136 Olotillo mézrl‘;gtempa’ Huejutla,  Goifo de México (Norte) 225 21.133  -98.436

77 152 Olotillo Lfgg;;cg’ |, Atlapexco, Golfo de México (Norte) 194  21.064 -98.346

] Mitziton, San Cristobal de .
166 228 Oloton las Casas, Chiapas Altos de Chiapas 2299 16.640 -92.542
, Ejido Benito Juarez,

85 192 Oloton Motozintla, Chiapas Soconusco 2057 15.366 -92.315

86 197 Olotén Barrio Tenan, Motozintla, g5 1828 15360 -92.294
Chiapas

167 269 Olotén Puente Maravillas, Soconusco 1220 15296 -92.188
Motozintla, Chiapas

109  SON2007-003  Onavefio Cochibampo, Alamos, Costa del Pacifico 461 27.173 -108.824
Sonora (Norte)

110  SON2007-058  Onavefio g’(')?}‘gf;uma’ Moctezuma, - g0 orense 626 29.809 -109.680

54 220 Palomero de Puerto Los Chiles, Balleza, - ;oo Madre Occidental 2769 26.360 -106.444

Chihuahua Chihuahua

San Marcos Tlazalpan, San

58 2009-169 Palomero Toluquefio  Bartolo Morelos, Estado de Faja Volcanica 2688 19.798 -99.717
México
San Pedro Temeyac,

93 2009-059 Pepitilla Temascaltepec, Estado de  Faja Volcanica 1830 19.053 -100.169

México

Xi



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
San Pedro Temeyac,
94 2009-060 Pepitilla Temascaltepec, Estado de  Faja Volcénica 1830 19.053 -100.169
México
. El Pefidn, Temascaltepec, . -
106  2009-061 Pepitilla Estado de México Faja Volcénica 1779 19.044 -100.108
176 2009-066 Pepitilla El Pefion, Temascaltepec, ... \/olcanica 1779 19.044 -100.108
Estado de México
Rinconada Nuevo Ledn, Altiolano Norte
113 NL-2008-054  Ratdn Villa de Garcia, Nuevo P 1001 25.681 -100.704
Lebn (Chihuahuense)
, Oyama, Hidalgo, -
111 TMS-35 Raton Tamaulipas Golfo de Mexico (Norte) 231  24.128 -99.255
198 63 Raton Ejido Nuevo San Antonio, 16, 4 México (Norte) 199 24.290  -99.021
San Carlos, Tamaulipas
114  SON2007-009  Reventador La Isleta, Alamos, Sonora E:r\?;tr?e()jel Pacifico 204 26.844 -108.912
197  SON2007-072  Reventador 'S'gnEosrt:”C'a’ Aconchi, Sonorense 508  29.794 -110.210
151 JAL-829 Serrano de Jalisco Rancho El Tepopote, Faja Volcéanica 2000 19.929 -103.438
Atoyac, Jalisco
19  JAL-825 Serrano de Jalisco 'J-;ﬁrs‘goojo Zarco, Tapalpa, .. volcanica 2160 19.933 -103.667
20 JAL-827 Serrano de Jalisco Tapalpa, Tapalpa, Jalisco  Faja Volcanica 1800 19.950 -103.767
. La Concepcion, Gran Altiplano Norte i
116 131 Tablilla de Ocho Morelos, Chihuahua (Chihuahuense) 1791 28.320 -106.632
201 323 Tablilla de Ocho La Noria y Anexos, Sierra Madre Occidental 1775  26.942 -106.016
Huejotitan, Chihuahua
118 SIN-2006-010  Tabloncillo Boca de Arroyo, Costa del Pacifico 226 25401 -107.562
Badiraguato, Sinaloa (Norte)
119 SIN-2006-020  Tabloncillo Maloya, El Rosario, Costa del Pacifico 113 22949 -105.607
Sinaloa (Norte)

Xii



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
121 SON2007-022  Tabloncillo 'S-gzo\::"ec'tos’ Y8COra,  gjerra Madre Occidental 1570 28.411 -108.926
120  SON2007-020 Tabloncillo Is_gn%srt;ella, Rosario, Sonorense 503 27.827 -109.245

. Palma Grande, Tuxpan, Costa del Pacifico

123 85 Tabloncillo Perla Nayarit (Norte) 24 21.991 -105.390

195 51 Tabloncillo Perla El Colomo, Bahia de Costa del Pacifico 54 20874 -105.149
Banderas, Nayarit (Norte)

202 80 Tabloncillo Perla Pefas, Del Nayar, Nayarit ?[\?;:?e()jel Pacifico 20 21.946 -105.222

124 175 Tehua San Pablo Huacan, Altos de Chiapas 1545 17197 -93.206
Ocotepec, Chiapas

125 177 Tehua San Pablo Huacana, Altos de Chiapas 1525 17.216 -93.175
Ocotepec, Chiapas

178 275 Tepecintle Monterrey Segunda, Tila, A}y de Chiapas 809 17.251 -92.467
Chiapas

. Cacaoatales, Metapa de -

177 266 Tepecintle ; Costa del Pacifico (Sur) 100 14.820 -92.197
Oguez, Chiapas

17 Chis-2009-80 R Tepecintle Vicente Guerrero, Salto de ¢, 4o México (Sur) 120 17.322 -92.089
Agua, Chiapas

126 195 Tepecintle Ejido Benito Juarez, S0CONUSCO 2050 15.367 -92.319
Motozintla, Chiapas

127 SIN-2007-003  Tuxpefio Malpica, Concordia, Costa del Pacifico 86  23.254 -106.132
Sinaloa (Norte)

131 1 Tuxpefio Benito Juarez, La Costa del Pacifico (Sur) 575  16.044 -92.819
Concordia, Chiapas

132 2 Tuxpefio Ejido La Concordia, La o ol pacifico (Sur) 552 16.119  -92.689
Concordia, Chiapas

129 NL-2008-017  Tuxpefio Las Crucitas, Linares, Tamaulipeca 557 24756 -99.723
Nuevo Leon

133 2009-006 Tuxpefio Nortefio La Cofradia, Amatepec, o ocion del Balsas 1390 18.660 -100.228

Estado de México

Xiii



Muestra  No. colecta Raza Localidad Provincia biogeogréfica Altitud Latitud Longitud
~ ~ Ejido La Petaca, Linares, . i
134  NL-2008-002  Tuxpefo Nortefio NUEVO Lebn Tamaulipeca 334 24859 -99.534
193 277 Vandefio I(\:/It?iggzrsrey Segunda, Tila, Altos de Chiapas 899 17.251 -92.467
~ Ejido La Concordia, La e i
137 5 Vandefio Concordia, Chiapas Costa del Pacifico (Sur) 551 16.121 -92.696
~ Nuevo Vicente Guerrero, -
138 14 Vandefio Villacorzo, Chiapas Costa del Pacifico (Sur) 612 16.042 -92.978
135  SON2007-070  Vandefio LA Estancia, Aconehl, Sonorense 610 29796 -110.212
. Villa Purificacion, ce:
139  Jal-445 Zamorano Amarillo Purificacién, Jalisco Costa del Pacifico (Sur) 450 19.717 -104.633
. Zapotillo, Casimiro -
140  Jal-377 Zamorano Amarillo Castillo, Jalisco Costa del Pacifico (Sur) 300 19.600 -104.450
. . Juiquilpan, Juiquilpan, . - ]
141  Mich-18 Zamorano Amarillo Michoacan Faja Volcanica 1550 19.967 -102.717
142 35 Zapalote Chico (E:{:?%ai' Parral, Villacorzo, - i del pacifico (Sur) 654  16.364  -93.002
144 35 Zapalote Grande Ejido El Parral, Villacorzo, - . del pacifico (Sur) ~ 654  16.364  -93.002

Chiapas

Xiv



Anexo I1.B. Localidades de 261 poblaciones de 59 razas cuyos individuos fueron analizados con isoenzimas y microsatélites. En

negritas son poblaciones representadas s6lo con isoenzimas y subrayadas, s6lo con microsatélites. Las poblaciones representan

accesiones del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) o del Centro Internacional de

Mejoramiento del Maiz y Trigo (CIMMYT). Las provincias biogeograficas corresponden a CONABIO 1997.

Provincia

No.  Poblacion Raza Localidad biogeografica Altitud  Latitud Longitud
1 GRO-326 Ancho Chilapa, Guerrero Sierra Madre del Sur 1300 17.583 -99.183
2 GRO-383 Ancho Iguala-Campuzano, Guerrero  Depresion del Balsas 1200 18.417 -99.550
3 MOR-154  Ancho Totolapan, Morelos Faja Volcanica 1900 18.983 -98.930
4  MOR-46 Ancho Santa Catarina, Morelos Faja Volcanica 1700 18.967 -99.150
5 MOR-62  Ancho San Andreés Cautempan, Faja Volcénica 1630  18.983  -98.950

Morelos

6 CHIH-138  Apachito Ejido Largo, Chihuahua Sierra Madre 2210  29.683  -108.267
Occidental

7 CHIH-166  Apachito San Juanito, Chihuahua Sierra Madre 2400  27.983  -107.583
Occidental

8 CHIH-177  Apachito Basagochic, Chihuahua Sierra Madre 2000  28.017  -107.783
Occidental

9 CHIH-180  Apachito Bocoyna, Chihuahua Sierra Madre 2180  27.830  -107.583
Occidental

10 CHIH-182  Apachito Estacion Creel, Chihuahua  S¢'ra Madre 2310  27.750  -107.650
Occidental

11 CHIH-207  Apachito Agua Blanca, Chihuahua Sterra Madre 2510  26.750  -107.267
Occidental

12 PUE-864 Arrocillo Amarillo Plan de Guadalupe, Puebla Sierra Madre Oriental 2260 19.883 -97.583
13  PUE-91 Arrocillo Amarillo Zaragoza, Puebla Faja Volcanica 2317 19.767 -97.550
14 VER-311 Arrocillo Amarillo Tepichulco, Veracruz Sierra Madre Oriental 2220 19.800 -97.250
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15 VER-342 Arrocillo Amarillo  Altotonga, Veracruz Sierra Madre Oriental 2410 19.767 -97.250

16 VER-359 Arrocillo Amarillo Estanzuela, Veracruz Faja Volcanica 2200 19.700 -97.217

17 CHIH-147  Azul Gomez Farias, Chihuahua ~ S\erra Madre 2140 29350  -107.750
Occidental

18 CHIH-158  Azul Guerrero, Chihuahua Sterra Madre 2040 28567  -107.483
Occidental

19 CHIH-218  Azul Matachic, Chihuahua Sterra Madre 1970  28.830  -107.730
Occidental

20 CHIH-220  Auzul Tocomorochic, Chihuahua ~ Serra Madre 1900 28700  -107.883
Occidental

21  SIN-61 Blando de Sonora San Javier de Abajo, Sinaloa  Costa del Pacifico 750 25.950  -107.400

22 SIN-7 Blando de Sonora Las Amelas, Sinaloa Sonorense 115 26.430 -108.630

23  SON-117 Blando de Sonora Bacanora, Sonora Sonorense 410 28.967 -109.400

24  SON-29 Blando de Sonora Sahuaripa, Sonora Sonorense 400 29.050  -109.250

25 DGO-110  Bofo San Jose del Palmar, Costa del Pacifico 500  24.967  -106.967

Durango

26 DGO-123 Bofo San José del Palmar, Durango Costa del Pacifico 500 24.967  -106.967

27 DGO-95  Bofo Huazamota, Durango Sierra Madre 510 22630  -104.450
Occidental

28  JAL-289 Bofo Mexquitic, Jalisco Costa del Pacifico 1400 22.383  -103.730

29 NAY-191  Bofo Amatlan de Jora, Nayarit Sierra Madre 1000  21.383  -104.130
Occidental

30 NAY-203 Bofo Hda. Rosas Blancas, Nayarit ~ Costa del Pacifico 1850 21.100  -104.430

31 OAX-221 Bolita Agua del Sol, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1549 16.300 -96.600

32 OAX-28 Bolita Etla, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1646 17.200 -96.800

33  OAX-40 Bolita San Juan Chilateca, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1520 16.783 -96.670
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34 OAX-44 Bolita Teotitlan del Valle, Oaxaca Sierra Madre del Sur 793 17.030 -96.500
35 OAX-68 Bolita Nochixtlan, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1646 17.467 -97.300
36 MEX-212 Cacahuacintle Estado de México Faja Volcénica 2620 19.300 -99.650
37 MEX-7 Cacahuacintle Toluca, Estado de México Faja Volcanica 2652 19.283 -99.670
38 PUE-552  Cacahuacintle ﬁﬁ’;b'\l’;a”'” Ojo de Agua, Faja Volcanica 2600  19.000  -97.383
39 PUE-591 Cacahuacintle Tlachichuca, Puebla Faja Volcénica 2600 19.117 -97.417
40 GTO-101 Celaya Irapuato, Guanajuato Faja Volcanica 1700 20.670  -101.350
41 GTO-265 Celaya Celaya, Guanajuato Altiplano Sur 1750 20517  -100.817
(Zacatecano-Potosino)
42 GTO-29 Celaya San Juan, Guanajuato Altiplano Sur 1799 20917  -101.467
(Zacatecano-Potosino)
43  GTO-36 Celaya Salvatierra, Guanajuato Faja Volcanica 1799 20.217  -100.883
44  GTO-69 Celaya Cortazar, Guanajuato Faja Volcanica 1812 20.483  -100.967
45 GTO-84  Celaya Progreso (Jaral del), Faja Volcanica 1738 20.367  -101.067
Guanajuato
46 GTO-88 Celaya Sta. Cruz, Guanajuato Faja Volcanica 1768 20.200  -101.000
47  HGO-7 Chalquefio El Rincén, Hidalgo Altiplano Sur 2100  20.267  -98.917
(Zacatecano-Potosino)
48 MEX-208 Chalquefio Chalco, Estado de México Faja Volcanica 2250 19.267 -98.930
49 MEX-37  Chalquefio Iﬂeg’x‘ﬁf)o“a“’ Estado de Faja Volcanica 2273 19717 -99.217
50 MEX-48 Chalquefio Tultepec, Estado de México Faja Volcénica 2256 19.683 -99.130
51 PUE-82 Chalquefio San Pedro Atlixco, Puebla Faja Volcanica 1829 18.967 -98.467
52 PUE-87 Chalqueiio Cholula, Puebla Faja Volcanica 2181 19.067 -98.300
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53 ZAC-4 Chalquefio Ojo Caliente, Zacatecas Altiplano Sur . 2104 22.567  -102.250
(Zacatecano-Potosino)
54 SIN-2 Chapalote Culiacan, Sinaloa Sonorense 61 24.800  -107.417
55  SIN-6 Chapalote Las Amelas, Sinaloa Sonorense 115 26.430  -108.630
56  SIN-65 Chapalote San Javier de Abajo, Sinaloa  Costa del Pacifico 750 25.950  -107.400
57 OAX-571 Choapaneco (S)Z?(;g;n Comaltepec, Sierra Madre del Sur 760 17.300 -95.983
58 OAX-572 Choapaneco ge;r:(;g:n Comaltepec, Sierra Madre del Sur 760 17.300 -95.983
59 OAX-574 Choapaneco ge;r:(;g:n Comaltepec, Sierra Madre del Sur 760 17.300 -95.983
60 OAX-575  Choapaneco %Zr:(;é’;“ Comaltepec, Sierra Madre del Sur 760  17.300  -95.983
61 OAX-576  Choapaneco %zr:(;é’;“ Comaltepec, Sierra Madre del Sur 760  17.300  -95.983
62 CHIS-352 Comiteco Santa Rita, Chiapas Altos de Chiapas 1530 16.117 -92.000
63 CHIS-38 Comiteco San Jerénimo, Chiapas Costa del Pacifico 2043 15.683 -92.200
64 CHIS-39 Comiteco El Retiro, Chiapas Soconusco 1400 15.230 -92.267
65 CHIS-609  Comiteco Finca La Campana, Altos de Chiapas 1700 16517  -92.483
Chiapas
66 CHIS-86 Comiteco Comitan, Chiapas Altos de Chiapas 1555 16.250 -92.130
67 GRO-129 Conejo Murga, Guerrero Costa del Pacifico 100 17.670  -101.317
68 GRO-157 Conejo San Jer6nimo, Guerrero Costa del Pacifico 30 17.117  -100.467
69 GRO-17 Conejo El Treinta, Guerrero Costa del Pacifico 100 16.983 -99.800
70  GRO-176 Conejo Zacualpa, Guerrero Sierra Madre del Sur 300 17.767 -98.583
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71 MEX-108  Conico E/Iaér;ig“ada'“pe’ Estadode i3 Volcanica 2520  19.100  -99.583

72 MEX-58  Conico I/:Z;fggpec’ Estado de Faja Volcanica 2580  18.967  -99.930

73  MEX-72 Cénico Toluca, Estado de México Faja Volcanica 2652 19.283 -99.670

74  PUE-109 Cénico Acatepec, Puebla Faja Volcanica 2104 18.230 -97.567

75 PUE-32 Conico Ixtlahuaca, Puebla Sierra Madre Oriental 2250 19.850 -97.983

76 AGS-7 Conico Nortefio Tepezala, Aguascalientes Altiplano Sur . 2165 22.217 -102.167

—— - ( Zacatecano-Potosino )

77 GTO-165  Cénico Nortefio Cerrito, Guanajuato Altiplano Sur 2000  21.150  -100.930
(Zacatecano-Potosino)

78 GTO-22 Cénico Nortefio El Jicote, Guanajuato Altiplano Sur 1780 20950  -101.430
(Zacatecano-Potosino)

79 GTO-23 Cénico Nortefio Marroquin, Guanajuato Altiplano Sur 1780  20.930  -101.417
(Zacatecano-Potosino)

80 GTO-34 Cénico Nortefio Buena Vista, Guanajuato ~ ‘uplanoSur 1780  20.950  -101.417
(Zacatecano-Potosino)

81 QRO-2 Cénico Nortefio San Juan del Rio, Querétaro  “tiplano Sur 1921  20.383  -100.000
(Zacatecano-Potosino)

82 ZAC-12 Cénico Nortefio Nochistlan, Zacatecas Altiplano Sur 1951  21.367  -102.850
(Zacatecano-Potosino)

83 VER-110  Coscomatepec '\'/a Cuchilla / Huatusco, Sierra Madre Oriental 1320  19.167  -96.967

eracruz
84 VER-113  Coscomatepec '\'/a Cuchilla / Huatusco, Sierra Madre Oriental 1340  19.167  -96.967
eracruz
85 VER-404  Coscomatepec San Diego / Huatusco, Sierra Madre Oriental 1515  19.167  -96.967

Veracruz
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86 VER-457 Coscomatepec Elotepec, Veracruz Faja Volcanica 1800 19.200 -97.030
87 CHIH-128  Cristalinode Madera, Chihuahua Sierra Madre 2005 20217  -108.130
Chihuahua Occidental
88 CHIH-154  Cristalinode G6mez Farias, Chihuahua ~ >irra Madre 2140 20350  -107.750
Chihuahua Occidental
89 CHIH-254  Cristalinode La Junta, Chihuahua Sierra Madre 1900 28450  -107.350
Chihuahua Occidental
90 JAL-300 Dulce de Jalisco Mexquitic, Jalisco Costa del Pacifico 1400 22.383  -103.730
91 JAL-304  Dulce de Jalisco Colotlan, Jalisco Sierra Madre 1700 22117  -103.267
Occidental
92 JAL-78 Dulce de Jalisco Yahualica, Jalisco Altiplano Sur 1880  21.183  -102.883
(Zacatecano-Potosino)
93 ZAC-182  Dulce de Jalisco Potrero de Gallegos, Sierra Madre 2050 22650  -103.700
Zacatecas Occidental
94  SIN-25 Dulcillo del Noroeste  Alcoyonque, Sinaloa Sonorense 70 24.800  -107.400
95  SIN-33 Dulcillo del LaNoria/Jess Maria,  coqta el Pacifico 500  25.067  -107.500
Noroeste Sinaloa
96  SIN-34 Dulcillo del Noroeste 'S-?ngllg;'a / Jestis Maria, Costa del Pacifico 500 25067  -107.500
97  SIN-79 Dulcillo del Noroeste La Chicura, Sinaloa Sonorense 180 26.430 -108.630
98 SON-57 Dulcillo del Noroeste La Chicura, Sonora Sonorense 180 26.430 -108.630
99 CHIS-447 Dzit Bacal El Zapotal, Chiapas Altos de Chiapas 690 16.950 -92.717
100 QROO-20 Dzit Bacal Isla Mujeres, Quintana Roo Petén 10 21.250 -86.750
101 VER-96 Dzit Bacal Amatlan, Veracruz Oaxaca 700 18.850 -96.917
102 NAY-32 Elotero de Sinaloa Milpas Viejas, Nayarit Costa del Pacifico 100 22.400 -105.450
103 NAY-46 Elotero de Sinaloa Las Pefiitas, Nayarit Costa del Pacifico 100 21.950 -105.217
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104 SIN-17 Elotero de Sinaloa La Noria / Mazatlan, Sinaloa  Costa del Pacifico 200 23.500  -106.300
105 PUE-403  Elotes Conicos ﬁﬁgﬁa'\"a”a Coronango, Faja VVolcanica 2200 19.100  -98.300
106 PUE-510 Elotes Conicos Santa Maria Hidalgo, Puebla  Faja VVolcanica 2200 18.967 -98.300
107 TLAX-251  Elotes Conicos Tenancingo, Tlaxcala Faja Volcanica 2280 19.150 -98.200
108 GTO-1 Elotes Occidentales > - ¢ 10S Hemandez, Altiplano Sur 1885  21.117  -101.683
Guanajuato (Zacatecano-Potosino)
109 JAL-54 Elotes Occidentales  Zapotitan, Jalisco Faja Volcanica 1555 20.300  -103.500
110 JAL-633 Elotes Occidentales  Tepatitlan, Jalisco Faja Volcanica 1800 20.817  -102.767
111 JAL-71 Elotes Occidentales  Tizapéan, Jalisco Faja Volcanica 1555 20.167  -103.067
112 NAY-29 Elotes Occidentales ~ Quimichis, Nayarit Costa del Pacifico 46 22.350  -105.530
113 NAY-38 Elotes Occidentales ~ Tuxpan, Nayarit Costa del Pacifico 46 21.930  -105.300
114 ZAC-180  Elotes Occidentales "0trero de Gallegos, Sierra Madre 2050  22.650  -103.700
Zacatecas Occidental
115 ZAC-210  Elotes Occidentales  Jalpa, Zacatecas Sierra Madre 1500  21.617  -102.950
Occidental
116 CHIH-131  Gordo Madera, Chihuahua Sierra Madre 2095  29.217  -108.130
Occidental
117 CHIH-160  Gordo Guerrero, Chihuahua Sierra Madre 2040 28567  -107.483
Occidental
118 CHIH-205 Gordo Agua Blanca, Chihuahua ~ S'e"ra Madre 2510  26.750  -107.267
Occidental
119 CHIH-214  Gordo Guerrero, Chihuahua Sierra Madre 2040 28567  -107.483
Occidental
120 CHIH-256  Gordo La Junta, Chihuahua Sterra Madre 1900  28.450  -107.350
Occidental
121 NAY-24 Harinoso de Ocho San Vicente, Nayarit Costa del Pacifico 46 21.950 -105.300
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122 JAL-69 Jala San Nicolés Tlagpg., Jalisco  Faja Volcéanica 1616 20.650  -103.317
123 NAY-130 Jala Jala, Nayarit Costa del Pacifico 1095 21.100  -104.430
124 NAY-54 Jala Jala, Nayarit Costa del Pacifico 1040 21.100  -104.430
125 NAY-6 Jala Jala, Nayarit Costa del Pacifico 1098 21.083  -104.430
126  OAX-566 Mixefo Totontepec, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1850 17.217 -96.050
127 OAX-567 Mixteco Macuiltianguis, Oaxaca Oaxaca 2100 17.567 -96.567
128 OAX-568 Mixteco Yodocono, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2500 17.383 -97.367
129 OAX-569 Mixteco Yodocono, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2500 17.383 -97.367
130 OAX-570 Mixteco San José de Gracia, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2600 17.417 -97.483
131 CHIS-650 Motozinteco Motozintla, Chiapas Soconusco 1270 15.367 -92.250
132 CHIS-652 Motozinteco Motozintla, Chiapas Soconusco 1270 15.367 -92.250
133 CHIS-653 Motozinteco Motozintla, Chiapas Soconusco 1270 15.367 -92.250
134 JAL-127 Mountain Yellow Tapalpa, Jalisco Faja Volcanica 2060 19.950  -103.767
135 JAL-129 Mountain Yellow Tapalpa, Jalisco Faja Volcanica 2060 19.950  -103.767
136 JAL-131 Mountain Yellow Tapalpa, Jalisco Faja Volcanica 2060 19.950  -103.767
137 MICH-214  Mountain Yellow Purépero, Michoacan Faja Volcanica 2020 19.917  -102.000
138 OAX-G43 Mushito Tanaco, Oaxaca Faja Volcanica 2200 19.683  -102.117
139 MICH-328  Mushito Tanaco, Oaxaca Faja Volcénica 2200 19.683  -102.117
140 MICH-351  Mushito Los Reyes, Michoacan Faja Volcénica 2320 19.583  -102.467
141 MICH-371  Mushito San Miguel Macasepo, Faja Volcanica 2100  19.500  -101.600
Michoacéan
142 CAMP-48 Nal-Tel Pueblo Nuevo, Campeche Yucatan 50 19.783 -90.117
143 QROO0-39 Nal-Tel Tikosuco, Quintana Roo Yucatan 10 20.250 -88.300
144 YUC-148 Nal-Tel Oxkutzcab, Yucatan Yucatan 30 20.300 -89.430
145 YUC-7 Nal-Tel Dzitas, Yucatan Yucatan 30 20.830 -88.517
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146 CHIS-196 Nal-Tel de Altura Bejucal de Ocampo, Chiapas  Soconusco 2300 15.467 -92.150
147 OAX-298 Nal-Tel de Altura Santa Maria Papalo, Oaxaca  Oaxaca 1800 17.800 -96.730
148 0OAX-301 Nal-Tel de Altura Santa Maria Papalo, Oaxaca  Oaxaca 2060 17.800 -96.730
149 OAX-310 Nal-Tel de Altura Ayutla, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2060 17.000 -96.083
150 OAX-117 Negrito Boca de Ledn, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2100 17.430 -96.930
151 OAX-26 Negrito Etla, Oaxaca Sierra Madre del Sur 1640 17.200 -96.800
152 CHIS-230 (N:ﬁ?rfaﬂinango Regién Lacandona, Chiapas Altos de Chiapas 400 16900  -92.100
153 CHIS-698  Negrode Navenchau, Chiapas Altos de Chiapas 2250 16767  -92.717
Chimaltenango
154 CHIS-440 Olotillo Totolapa, Chiapas Altos de Chiapas 690 16.600 -92.683
155 CHS-52 Olotillo Teran, Chiapas Costa del Pacifico 584 16.750 -93.167
156 CHIS-53 Olotillo Teran, Chiapas Costa del Pacifico 579 16.750 -93.167
157 CHIS-56 Olotillo Teran, Chiapas Costa del Pacifico 560 16.750 -93.167
158 CHIS-562 Olotillo Teran, Chiapas Costa del Pacifico 570 16.750 -93.167
159 CHIS-81 Olotillo El Zapotal, Chiapas Costa del Pacifico 686 16.600 -92.717
160 SLP-108 Olotillo Tampacan, San Luis Potosi Golfo de México 305 21.417 -98.717
161 CHIS-684 Oloton Chempil, Chiapas Altos de Chiapas 2100 16.767 -92.450
162 CHIS-687 Oloton Chilil, Chiapas Altos de Chiapas 2200 16.730 -92.467
163 CHIS-695 Oloton Romerillo, Chiapas Altos de Chiapas 2390 16.800 -92.550
164 SON-105  Onavefio Guadalupe Tayopa, Sonora g'gggem?re 820 28317  -108.967
165 SON-114 Onavefio Bacanora, Sonora Sonorense 410 28.967 -109.400
166 SON-155 Onavefio Mazatén, Sonora Sonorense 500 29.000 -110.117
167 SON-184 Onavefio Tubutama, Sonora Sonorense 520 30.883 -111.467
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168 CHIH-135  halomerode Madera, Chihuahua Sterra Madre 2005 29217  -108.130
Chihuahua Occidental

169 CHIH14g  Falomerode Gomez Farias, Chihuahua ~ Serra Madre 2140 29350  -107.750
Chihuahua Occidental

170 CHIH150  Falomero de Gomez Farias, Chihuahua ~ Serra Madre 2140 29350  -107.750
Chihuahua Occidental

171 CHIH-201  Falomero de Gualaina, Chihuahua Sterra Madre 2130 26.817  -107.067
Chihuahua Occidental

172 JAL-142 Palomero de Jalisco  Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

173  JAL-154 Palomero de Jalisco  Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

174 JAL-159 Palomero de Jalisco  Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

175 MEX-211 Palomero Toluquefio  Toluca, Estado de México Faja Volcanica 2620 19.283 -99.670

176 MEX-5 Palomero Toluquefio  Miexico-Toluca km 57, Faja Volcanica 2652  19.283  -99.670

Estado de México

177 MEX-6 Palomero Toluguefio IA‘L,')‘:?C%(M”C“O)’ Estado de .0 Volcanica 2652  19.283  -99.670

178 TLAX-311  Palomero Toluquefio Calpulalpan, Tlaxcala Faja Volcanica 2580 19.583 -98.567

179 GRO-3 Pepitilla Iguala, Guerrero Depresion del Balsas 747 18.350 -99.530

180 GRO-335 Pepitilla Huitzuco, Guerrero Depresion del Balsas 900 18.300 -99.350

181 MOR-102 Pepitilla Chinameca, Morelos Depresion del Balsas 1140 18.650 -98.983

182 MOR-17 Pepitilla Paraimalco-lguala, Morelos Depresion del Balsas 747 18.350 -99.530

183 MOR-99 Pepitilla Tlaltizapan, Morelos Depresion del Balsas 1040 18.683 -99.117

184 COAH-25  Ratén Santa Elena, Coahuila Altiplano Norte 1610 25750  -102.967

(Chihuahuense)
185 NL-9 Raton Paso de las Cabras, NUGVO 1, maulipeca 250 25583  -99.317

Ledn
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186 TAMS-25 Raton Conrado Castillo, Tamaulipas Tamaulipeca 290 24.567 -99.600

187 TAMS-66 Raton Comales, Tamaulipas Tamaulipeca 50 26.130 -98.917

188 NAY-15 Reventador Las Pefiitas, Nayarit Costa del Pacifico 46 22.300  -105.383

189 NAY-39 Reventador Tuxpan, Nayarit Costa del Pacifico 46 21.930  -105.300

190 SIN-55 Reventador San Javier de Abajo, Sinaloa  Costa del Pacifico 750 25.950  -107.400

191 SIN-60 Reventador g?r?ai]se\lller de Abajo, Costa del Pacifico 750 25.950  -107.400

192 JAL-133 Serrano de Jalisco Tapalpa, Jalisco Faja Volcanica 2060 19.950  -103.767

193 JAL-141 Serrano de Jalisco Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

194 JAL-146 Serrano de Jalisco Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

195 JAL-173 Serrano de Jalisco Atemajac de Brisuela, Jalisco  Faja Volcénica 2565 20.130  -103.730

196 JAL-753 Serrano de Jalisco Juanacatlan, Jalisco Faja Volcanica 2520 20.030  -103.683

197 OAX-565 Serrano Mixe Yacoche, Oaxaca Sierra Madre del Sur 2350 17.130 -96.017

198 JAL-301  Tablilla de Ocho Colotlan, Jalisco Sierra Madre 1700 22117  -103.267
Occidental

199 JAL-306  Tablilla de Ocho Colotlan, Jalisco Sierra Madre 1700 22117  -103.267
Occidental

200 NAY-185  Tablilla de Ocho Puente de Comatlan, Nayarit ~ Sic'ra Madre 1100  21.683  -104.067
Occidental

201 NAY-189  Tablilla de Ocho Puente de Comatlan, Nayarit ~ Sic'ra Madre 1100  21.683  -104.067
Occidental

202 NAY-198  Tablilla de Ocho Amatlan de Jora, Nayarit Sterra Madre 1000  21.383  -104.130
Occidental

203 ZAC-187  TablilladeOcho  Monte Escobedo, Zacatecas lcrra Madre 2170 22.300  -103.550
Occidental

204 JAL-100 Tabloncillo La Rivera, Jalisco Faja Volcanica 1890 20.367 -102.167
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205 JAL-102 Tabloncillo Tecalitlan, Jalisco Faja Volcénica 1280 19.467  -103.317
206 JAL-42 Tabloncillo Autlan, Jalisco Costa del Pacifico 1250 19.767  -104.367
207 JAL-43 Tabloncillo Santa Ana, Jalisco Faja Volcénica 1330 19.983  -104.267
208 JAL-44 Tabloncillo Los Tocotes, Jalisco Faja Volcanica 1300 19.950  -104.267
209 JAL-63 Tabloncillo Autlan, Jalisco Costa del Pacifico 1010 19.767  -104.367
210 JAL-87 Tabloncillo Tuxpan, Jalisco Faja Volcénica 1382 19.550  -103.383
211 NAY-12 Tabloncillo Perla Las Pefiitas, Nayarit Costa del Pacifico 46 21.950  -105.217
212 NAY-16 Tabloncillo Perla Chilapa, Nayarit Costa del Pacifico 46 22.083  -105.250
213 NAY-41 Tabloncillo Perla Palma Grande, Nayarit Costa del Pacifico 100 21.930  -105.300
214  CHIS-159 Tehua Santa Ana, Chiapas Altos de Chiapas 747 16.500 -92.500
215 CHIS-204 Tehua La Trinitaria, Chiapas Altos de Chiapas 1600 16.130 -92.050
216 CHIS-229 Tehua Mazapa, Chiapas Soconusco 1000 15.383 -92.183
217 CHIS-234 Tehua Col. Alvarado, Chiapas Altos de Chiapas - 16.500 -92.500
218 CHIS-29 Tehua Finca Prusia, Chiapas Soconusco 1000 15.750 -92.717
219 CHIS-596 Tehua Rivera Zapote, Chiapas Altos de Chiapas 820 16.967 -93.100
220 CHIS-225 Tepecintle San Felipe-Escuintla, Chiapas Costa del Pacifico 91 15.300 -92.630
221 CHIS-26 Tepecintle Mapastepec, Chiapas Costa del Pacifico 107 15.430 -92.900
222 CHIS-528 Tepecintle Rosendo Salazar, Chiapas Costa del Pacifico 730 16.717 -93.717
223 CHIS-76 Tepecintle Chiapilla, Chiapas Costa del Pacifico 579 16.500 -92.750
224  OAX-177 Tepecintle Jicaltepec, Oaxaca Costa del Pacifico 200 16.383 -98.017
225 OAX-9 Tuxpefio Mata de Cana, Oaxaca Golfo de México 100 18.117 -96.150
226 PUE-27 Tuxpefio San José Acateno, Puebla Golfo de México 152 20.130 -97.200
227 TAMS-125  Tuxpeio Ursulo Galvan, Tamaulipas  Golfo de México 150 22.283 -97.883
228 VER-128 Tuxpefio Texistepec, Veracruz Golfo de México 150 17.867 -94.783
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Provincia

No.  Poblacién Raza Localidad biogeografica Altitud  Latitud Longitud
229 VER-39  Tuxpefio outterrez zamora, Golfo de México 107 20483  -97.100
230 VER-44 Tuxpefio El Palmar, Veracruz Golfo de México 366 20.430 -97.000
231 CHIH-121  Tuxpefio Nortefio  Janos, Chihuahua (Ac'mjgﬁu':r‘\’;‘; 1470 30.900  -108.167
232 CHIH-13  Tuxpefio Norteio  Saucillo, Chihuahua (Ac"h'mj;‘ﬁu';'gsrg 1210 28017  -105.267
233 COAH-21  Tuxpefio Nortefio  Ojo de Apolo, Coahuila (Aémjgﬁu';'ﬁ;‘; 1400 25430  -102.183
234 COAH-36  Tuxpefio Nortefio  Nadadores, Coahuila (Aémjgﬁu';'ﬁ;‘; 900  27.067  -101.600
235 TAMS-29 Tuxpefio Nortefio Guadalupe, Tamaulipas Tamaulipeca 290 24.567 -99.600
236 TAMS-3 Tuxpefio Nortefio Llera de Canales, Tamaulipas Golfo de México 300 23.317 -99.017
237 JAL-756 Uruapefio El Tepopote, Jalisco Faja Volcanica 2060 19.830  -103.500
238 CHIS-112 Vandefio Escuintla, Chiapas Costa del Pacifico 107 15.317 -92.670
239 CHIS-114 Vandefio Escuintla, Chiapas Costa del Pacifico 108 15.300 -92.630
240 CHIS-25 Vandefio Mapastepec, Chiapas Costa del Pacifico 108 15.430 -92.900
241 CHIS-30 Vandefio El Paval, Chiapas Altos de Chiapas 614 16.500 -92.500
242 CHIS-30A  Vandefio El Paval, Chiapas Altos de Chiapas 600 16.500 -92.500
243 CHIS-31 Vandefio Mapastepec, Chiapas Costa del Pacifico 107 15.430 -92.900
244  CHIS-91 Vandefio Col. Hidalgo, Chiapas Altos de Chiapas 1800 16.250 -92.130
245 GRO-311 Vandefio Tanganhuato, Guerrero Depresion del Balsas 250 18.267  -100.600
246 GTO-191  Zamorano Amarillo  Ej. Albarradones, Guanajuato (AZ';'C'OJE‘E”C‘; ns(;*_rpotosim) 1870 21117  -101.683
247 JAL-513 Zamorano Amarillo  Viborero, Jalisco Faja Volcanica 1930 20.670 -102.467
248 JAL-631 Zamorano Amarillo  Tepatitlan, Jalisco Faja Volcanica 1800 20.817 -102.767
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Provincia

No.  Poblacion Raza Localidad biogeografica Altitud  Latitud Longitud
249 MICH-5 Zamorano Amarillo  Zamora, Michoacén Faja Volcénica 1560 19.983  -102.300
250 MICH-66 Zamorano Amarillo  El Tecolote, Michoacéan Faja Volcénica 1645 20.100  -101.950
251 CHIS-390 Zapalote Chico Comalapa, Chiapas Costa del Pacifico 700 15.650 -92.150
252 CHIS-662 Zapalote Chico Col. Azteca, Chiapas Costa del Pacifico 100 16.217 -93.950
253 OAX-48 Zapalote Chico Reforma, Oaxaca Costa del Pacifico 50 16.400 -94.230
254 OAX-50 Zapalote Chico Niltepec, Oaxaca Costa del Pacifico 107 16.567 -94.617
255 OAX-51 Zapalote Chico Niltepec, Oaxaca Costa del Pacifico 107 16.567 -94.617
256 OAX-52 Zapalote Chico Niltepec, Oaxaca Costa del Pacifico 100 16.567 -94.617
257 OAX-70 Zapalote Chico Tehuantepec, Oaxaca Costa del Pacifico 46 16.300 -95.230
258 CHIS-104 Zapalote Grande Escuintla, Chiapas Costa del Pacifico 107 15.317 -92.670
259 CHIS-224 Zapalote Grande San Felipe-Escuintla, Chiapas Costa del Pacifico 91 15.300 -92.630
260 CHIS-236  Zapalote Grande gﬁ:é;)':szaro Cardenas, Costa del Pacifico 120 16717  -93.800
261 CHIS-521 Zapalote Grande Rosendo Salazar, Chiapas Costa del Pacifico 730 16.717 -93.717
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ANEXO I11. Distribucion geogréafica de los pares de individuos de 11 razas con hipotenusa mayor a 100 km. Estos individuos fueron
seleccionados para obtener el indice de diferenciacion genetica (Fst). Los nimeros corresponden a la columna Muestra del Anexo I1.

Disefio: Oswaldo Oliveros y Alejandra Brefia Ochoa.
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ANEXO 1V. Localizacion de los 154 SNPs con indice Fst igual o mayor a 0.15 en los 10 cromosomas de 169 individuos de 50 razas.
Se indica el nombre del marcador, el cromosoma (C) del genoma de referencia B73, las coordenadas (pares de bases) en el mapa fisico
de B73, el tipo de polimorfismo, el gen correspondiente, la secuencia de referencia de la dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) y el
valor de Fsr entre provincias biogeograficas. Aln no se conoce la posicion sindnima o no sindnima de algunos marcadores en exones

de genes, por lo que se coloco exdn como tipo de polimorfismo.

Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fsr
PZE-101000450 1 999598 exon GRMZM2G073979 s5196422192 0.166
PZE-101015149 1 8623017 nosindbnimo GRMZM2G171324 55196422378 0.153
PZE-101049044 1 33799525 intron GRMZM2G110913 55196423275 0.174
PZE-101066291 1 49393138 intrén GRMZM2G092442 5196423830 0.165
PZA00468.8 1 50096948 intrén GRMZM2G394212 55196414500 0.152
PZE-101116836 1 140961510 no sinbnimo GRMZM2G157127 ss196427215 0.157
PZE-101117480 1 142337816 no génico - $5196427274  0.150
PZE-100001428 1 161457991 sinbnimo GRMZM2G028036 ss196422009 0.179
PZE-101140546 1 181559144 no génico - $5196428960 0.157
SYN25877 1 182076775 sinbnimo GRMZM2G023906 ss196513466 0.155
SYN1740 1 183843865 sinbnimo GRMZM2G113899 ss196506473 0.168
SYN1741 1 183848635 intrén GRMZM2G113911 s5196506485 0.164
SYN1739 1 183849259 sinbnimo GRMZM2G113911 ss196506465 0.171
PZE-101142851 1 183850352 sinbnimo GRMZM2G113911 ss196429068 0.171
ZM012177-0317 1 183850558 sinbnimo GRMZM2G113911 ss196530724 0.158
PZE-101160748 1 203331217 sinbnimo GRMZM2G139683 55196429694 0.154
PZE-101190298 1 236090113 - GRMZM2G162874 ss196431085 0.162
SYN13216 1 241222849 sinbnimo  GRMZM2G081554 ss196503242 0.156
SYNGENTA3100 1 241223114 sinbnimo GRMZM2G081554 ss196530228 0.157
SYNB8671 1 283601031 intrén GRMZM2G065374 5196528208 0.159
PUT-163a-60401045-3037 1 285061831 exon GRMZM2G361220 ss196420306 0.158
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Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fsr
PZA03699.1 2 7525572 intron GRMZM2G164277 5196414975  0.232
SYN28948 2 37868398 no genico - $s196515971  0.157
SYN23120 2 54966030 sinbnimo  GRMZM2G079323 5196511219 0.180
PZE-102085119 2 74045919 no genico - $5196436086 0.212
PZE-102092853 2 103583409 no genico - $s196436939  0.157
PZE-102092975 2 103821194 no genico - $s196436957 0.188
PZE-102092976 2 103821271 no genico - $s196436959 0.196
PZE-102109861 2 141561790 no genico - $s196438621 0.169
PZE-102119420 2 161608716 sinbnimo  GRMZM2G158575 s5196439463 0.168
PZE-102137516 2 186383746  no sinbnimo GRMZM2G359746 ss196440374 0.169
PZE-102156631 2 203773309 exon GRMZM2G010941 5196440999  0.205
SYN39126 2 203900206 no génico - $s196524119  0.168
PZE-102169738 2 213204599 no génico - ss196441321 0.179
SYN28305 2 225530997 sinonimo  GRMZM2G458077 5196515396  0.150
PZE-103045135 3 45705092 intron GRMZM2G096548 s$5196443793  0.166
PZE-103045167 3 45791696 no génico - ss196443797  0.153
PZE-103045276 3 46130382 sinonimo  GRMZM2G130366 5196443805 0.160
SYN4078 3 46176192 exon GRMZM2G130348 5196524466  0.155
SYN4083 3 46178588 intron GRMZM2G130348 5196524470  0.155
PZE-103064196 3 97373259 no génico - ss196445719  0.185
PZE-103064150 3 97582711 no génico - ss196445706  0.156
PZE-103064029 3 97752254 no génico - $s196445696  0.159
PZE-103063980 3 97904716 no génico - $s196445692  0.150
PZE-103075246 3 124666487 no génico - $s196446690 0.162
PZE-103075282 3 124730507 intron GRMZM2G018372 ss196446692  0.162
PZB00451.1 3 124732596 - GRMZM2G018527 ss196415419  0.151
PZE-103078709 3 130049328 sinbnimo  GRMZM2G040750 ss196446944  0.187
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Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fst
PZE-103080851 3 134023298 intrén GRMZM2G021471 ss196447133  0.151
PZE-103088303 3 146525161 intrén GRMZM2G103342 s5196447663  0.199
PZE-103096467 3 156312085 no genico - 55196448216  0.156
SYN10954 3 186828855 sinbnimo GRMZM2G024806 ss196501280 0.156
SYN34635 3 209726331 intrén GRMZM2G080499 s5196520496  0.191
SYN1962 3 211982835 intrén GRMZM2G152686 s5196508381 0.199
PZE-103172227 3 219335861 exon GRMZM2G079089 s5196450517  0.152
PUT-163a-74235050-3609 3 124732209-2347 - GRMZM2G018372 s5196420791  0.152
SYN26447 4 17236520 exon GRMZM2G080168 s5196513883  0.191
PZE-104111271 4 98321469 no génico - $s196458369 0.214
PZE-104111268 4 98325326 no génico - $5196458365 0.185
PZE-104057394 4 108408787 no génico - $5196455148 0.168
PZB02053.2 4 118066179 sinbnimo  GRMZM2G096171 ss196415786 0.162
PZE-104093384 4 169960496 exon GRMZM2G082222 ss196457656 0.151
PZE-104096422 4 172833586 exon GRMZM2G162052 ss196457766  0.155
SYN2309 4 181057827 exon GRMZM2G029323 ss196511183  0.155
PZE-104122141 4 199167311 intrén GRMZM2G083309 ss196458920 0.151
PZE-104123862 4 201110345 intrén GRMZM2G079436 ss196459019 0.165
SYN16139 4 240463135 sinbnimo  GRMZM2G163227 ss196505424 0.185
PZE-105029276 5 15315326 intrén GRMZM2G100412 ss196461091  0.150
PZE-105046526 5 35190971 no génico - $5196461859 0.163
PZE-105051255 5 44719418 intrén GRMZM2G145236 ss196462371  0.152
PZE-105051311 5 44987971 intrén GRMZM2G159890 s5196462375 0.154
PZE-105051344 5 45089554 no génico - $5196462377 0.164
PZE-105051409 5 45333476 intrén GRMZM2G067789 s5196462387 0.166
PZE-105051472 5 45440557 intrén GRMZM2G083076 $5196462397 0.156
PZE-105051581 5 45905841 no génico - $5196462407 0.151
PZE-105060093 5 59045273 intrén GRMZM2G439198 s5196462935 0.151
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Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fsr
PZE-105060180 5 59143184 sinbnimo  GRMZM2G135570 ss196462937  0.153
PZE-105063649 5 63326340 sinbnimo  GRMZM2G088737 5196463110 0.187
PZE-105063667 5 63375651 intron GRMZM2G389462 55196463112 0.224
PZE-105065789 5 67505063 no genico - $s196463237 0.168
PZE-105065790 5 67505086 no genico - $s196463239 0.151
PZE-105072737 5 77750221 sinbnimo  GRMZM2G010920 ss196463644  0.160
SYN16842 5 84799961 exon GRMZM2G427468 5196506031 0.168
PZE-105085845 5 107798973 no genico - $s196464779  0.159
PZE-105086589 5 110179006 no génico - $5196464841  0.160
SYN702 5 112041787 no génico - $5196526853  0.193
SYN21719 5 204008438 exon GRMZM2G018126 5196510105 0.160
SYN32227 5 204316878  no sinbnimo GRMZM2G012213 ss196518651  0.156
PZE-106025869 6 61728691 no génico - ss196471131 0.168
PZE-106025873 6 61740963 no génico - ss196471133  0.199
PZE-106025971 6 61857661 no génico - ss196471143  0.197
PZE-106032882 6 76167968 no génico - ss196471713  0.158
PZE-106032919 6 76236367 intron GRMZM2G051338 5196471719  0.162
PZE-106123501 6 164558994 no génico - ss196475032 0.181
SYN25439 7 4161522 exon GRMZM2G175930 55196513099 0.154
SYN32201 7 8467890 intron GRMZM2G312910 5196518633  0.166
PZE-107039304 7 75985070 no génico - ss196477463 0.167
PZE-107040496 7 79193083 no génico - ss196477579  0.155
PZE-107051697 7 101576864 intron GRMZM2G016660 5196478650 0.164
PZE-107051699 7 101585302 intron GRMZM2G016660 5196478652  0.161
PZE-107051773 7 101742073 sinbnimo  GRMZM2G049364 ss196478656 0.154
PZE-107055203 7 106994194 intron GRMZM2G067752 5196478929  0.184
PZA03728.1 7 142783202 sinbnimo  GRMZM2G048170 ss196416672 0.159
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Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fsr
SYN34204 7 151242431 intron GRMZM2G025242 5196520142 0.176
PZE-107095739 7 151409024 sinbnimo  GRMZM2G029082 5196480686 0.169
PZE-107118935 7 165344935 intron GRMZM2G080567 5196481150 0.169
PZE-108021327 8 20514430 no genico - $s196482277 0.181
PZE-108027532 8 28744724 no genico - $s196482539  0.206
PZE-108027534 8 28746956 no genico - 55196482541 0.196
PZE-108031468 8 35862710 no genico - $5196482886  0.185
PZE-108034774 8 44401700 sinbnimo  GRMZMZ2G117401 ss196483201 0.182
PZE-108034832 8 44551786 exon GRMZM2G012601 ss196483215 0.178
PZA00417.2 8 45262229 intrén GRMZM2G142870 ss196416844 0.178
PZE-108038903 8 45262229 intrén GRMZM2G142870 ss196483771 0.178
PZE-108041594 8 67989802 no génico - $5s196484020 0.188
PZE-108042026 8 68976451 intron GRMZM2G070013 5196484067  0.150
PZE-108042154 8 69130177 nosinonimo GRMZM2G125294 ss196484085 0.150
PZE-108042248 8 69412154 exon GRMZM2G098129 55196484089 0.164
PZE-108042363 8 69754674 no génico - ss196484093 0.150
PZE-108042667 8 70677401 no génico - ss196484139 0.170
PZE-108046489 8 77169519 sinonimo  GRMZMZ2G416201 ss196484463 0.172
PZE-108068741 8 120768244 exon GRMZM2G380561 5196486289  0.157
PZE-108073195 8 127626059 exon GRMZM2G135366 s$s196486608  0.155
PZE-108080073 8 136138158 exon GRMZM2G100229 5196486968  0.159
PZE-108091524 8 148675564 intron GRMZM2G130586 5196487490 0.168
PZE-109014052 9 14155059 intron GRMZM2G047138 5196489141  0.179
PZE-109030126 9 33803014 intron GRMZM2G065355 55196489837 0.184
PZE-109030176 9 33890865 exon GRMZM2G144173 5196489843  0.203
PZE-109030178 9 33986832 no génico - $5196489845 0.188
PZE-109038290 9 56595583 intron GRMZM2G171031 5196490631  0.169
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Marcador C  Coordenada (pb) Tipo Gen dbSNP (#ss)  Fst
PZE-109038687 9 57600573 no génico - $s196490684 0.164
PZE-109039048 9 58496990 no genico - $5196490733  0.151
PZE-109043223 9 72010825 no genico - $5196491167 0.170
PZE-109047651 9 82284479 exon GRMZM2G009335 s5196491625 0.179
PZE-109049639 9 86396507 sinbnimo GRMZM2G407790 ss196491783  0.195
PZE-109063042 9 105253087 intrén GRMZM5G863602 $5196492608 0.186
PZE-109075044 9 121602110 sinbnimo GRMZM2G004222 ss196493187 0.152
SYN16617 10 3165902 intrén GRMZM2G356817 s5196505807 0.160
SYN12503 10 10290662 exon GRMZM2G093895 s5196502593  0.159
PZE-110017754 10 19851929 sinbnimo GRMZM2G431157 ss196495279 0.179
PZE-110021154 10 28237501 no génico - $5196495632  0.182
PZE-110022148 10 30863669 no génico - $5196495746  0.191
PZE-110022324 10 31311797 intrén GRMZM2G115424 5196495772  0.198
PZE-110022966 10 33615965 intrén GRMZM2G171518 ss196495881  0.153
PZE-110027837 10 37810598 no génico - $5196496414 0.164
PZE-110032375 10 50920595 no génico - $5196496854  0.160
PZE-110032461 10 51436407 no génico - $5196496866  0.155
PZE-110052325 10 98944143 no génico - $5196498592 0.167
PZE-110053452 10 100682765 no génico - $5196498681 0.168
PZE-110053456 10 100683137 no génico - $5196498683 0.160
SYN16891 10 102292971 sinbnimo  GRMZM2G035899 ss196506080 0.154
PUT-163a-78116163-4360 10 111843474 sinbnimo  GRMZM2G317406 ss196421386 0.194
PZE-110066819 10 123229863 no sinbnimo GRMZM2G107306 $5196499543 0.169
PZE-110072863 10 129354223 no génico - $5196499759  0.185
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ANEXO V

Anexo V.A. Estadisticos de diversidad genética por provincia biogeogréfica de 34 isoenzimas y

de 96 microsatélites (sombreado). Los genotipos representan a 259 o 201 poblaciones y 59 o 58

razas, respectivamente. Los totales se calcularon a partir de las medias de cada provincia. El

error estandar esta entre paréntesis.

Provincia

1 2 3 4 5 6
biogeogréafica N (R°) RA AP Ho He
Altiplano Norte 60 (2) 1.264 (0.039) 0.032 (0.006) 0.199 (0.033) 0.260 (0.038)
(Chihuahuense) 5(2)  1.780(0.020) 0.388(0.033) 0.566 (0.026) 0.779 (0.019)
Altiplano Sur 180 (6)  1.292 (0.041) 0.064 (0.015) 0.215(0.033) 0.290 (0.040)
(Zacatecano-Potosino) 9 (6) 1.809 (0.013) 0.403 (0.031) 0.564 (0.022) 0.808 (0.013)
_ 204 (7)  1.275(0.042) 0.048 (0.011) 0.194 (0.032)  0.272 (0.040)
Altos de Chiapas
8 (5) 1.778 (0.017) 0.384 (0.031) 0.509 (0.025) 0.777 (0.017)
» 96 (3) 1.271 (0.042) 0.048 (0.009) 0.207 (0.037) 0.265 (0.042)
Depresion del Balsas
4 (2) 1.777 (0.020)  0.385(0.034) 0.589 (0.032) 0.767 (0.021)
o 120 (3)  1.268(0.037) 0.056 (0.012) 0.194 (0.029)  0.265 (0.036)
Golfo de México
5(@3) 1.761 (0.018) 0.380 (0.034) 0.526 (0.026) 0.759 (0.017)
, o 840 (18) 1.286 (0.041) 0.048 (0.011) 0.213(0.033)  0.285 (0.040)
Faja Volcanica
49 (16)  1.816(0.014) 0.404 (0.028) 0.557 (0.017) 0.813 (0.014)
B 804 (19) 1.272(0.038)  0.043 (0.006)  0.191 (0.030)  0.268 (0.038)
Costa del Pacifico
49 (19) 1.823(0.014) 0.399 (0.028) 0.550 (0.015)  0.818 (0.014)
et 12 (1)  1.243(0.041) 0.027 (0.009) 0.218 (0.044)  0.235 (0.041)
etén
2(1)  1.747(0.025) 0.374 (0.040) 0.589 (0.039)  0.740 (0.026)
, 48 (3)  1.291(0.039) 0.051 (0.009) 0.236 (0.037) 0.287 (0.038)
Sierra de Oaxaca
3(2)  1.784(0.017) 0.394 (0.040) 0.616 (0.027) 0.777 (0.019)
Sierra Madre 516 (10)  1.266 (0.040) 0.050 (0.011)  0.198 (0.032)  0.262 (0.039)
Occidental 31(10) 1.814(0.014) 0.411(0.076) 0.558 (0.017) 0.809 (0.014)
_ _ 96 (3)  1.297 (0.039) 0.054 (0.015) 0.220 (0.033)  0.293 (0.038)
Sierra Madre Oriental
7(3)  1.808(0.013) 0.374(0.026) 0.629 (0.025) 0.808 (0.013)
_ 276 (9)  1.300 (0.042) 0.061 (0.012) 0.225 (0.034)  0.298 (0.041)
Sierra Madre del Sur
14 (8) 1.811 (0.013) 0.382 (0.029) 0.566 (0.019) 0.810 (0.013)
. 96 (4)  1.260(0.041) 0.056 (0.015) 0.178 (0.034)  0.253 (0.040)
0CoNuUSCco
7 (4) 1.766 (0.019) 0.350 (0.031) 0.483(0.021) 0.766 (0.018)
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Provincia

biogeografica N* (R) RAT AP’ Ho’ He?
Sororense 144 (4)  1.265(0.041) 0.043(0.011) 0.196 (0.033)  0.264 (0.040)
12(4) 1809 (0.014) 0.423(0.027) 0.527 (0.019) 0.804 (0.014)
_ 48(2)  1.259(0.039) 0.038(0.010) 0.211(0.035) 0.260 (0.038)

Tamaulipeca

3(1)  1721(0.022) 0.368(0.034) 0.571(0.032) 0.719 (0.022)
ueatin 60 (1)  1.182(0.041) 0.050(0.023) 0.134(0.029) 0.188 (0.040)
5(1) 1764 (0.018) 0.428(0.040) 0.457(0.029) 0.762 (0.018)
ot 3600  1.268 (0.007) 0.048 (0.002) 0.202 (0.008) 0.265 (0.010)
213 1.786(0.007) 0.390 (0.005) 0.554 (0.006) 0.782 (0.004)

N: nimero de individuos.
2p. S
R: razas por provincia.
3RA: riqueza alélica.
*AP: alelos privados.
*Ho: heterocigosis observada.

®He: heterocigosis esperada.
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Anexo V.B. AMOVA y StAMOVA por provincia biogeografica de 34 isoenzimas que

representan a 259 poblaciones de 59 razas.

Fuente dft Ss? Ms? p’ Dst
AMOVA
Provincia Biogeogréfica 15 2004.265  133.618 0.001 0.055
Error 3584 36704.731  10.241
Total 3599 38708.996
StAMOVA
Altitud 1 265.390 265.390 0.004
Latitud 1 3.943 3.943  0.482
Longitud 1 -1.621 -1.621 0.510
Altitud-Latitud 1 577.838 577.838 0.001
Altitud-Longitud 1 37.848 37.848 0.351
Latitud-Longitud 1 200.644 200.644 0.031

Provincia Biogeografica 15 1226.069 81.738 0.001 0.033
Error 3578 36398.885  10.173
Total 3599 38708.996  10.756

1df: grados de libertad
2SS: suma de cuadrados
3MS: cuadrados medios

*p: significancia.
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Anexo V.C. AMOVA y StAMOVA por provincia biogeografica de 96 microsatélites que

representan a 201 poblaciones de 58 razas.

Fuente df* ss? MS?® p’ -
AMOVA
Provincia Biogeogréfica 15 1876.027  125.069 0.001 0.023
Error 197 19192.786  97.425
Total 212 21068.813
StAMOVA
Altitud 1 89.331 89.331  0.159
Latitud 1 4.720 4720  0.420
Longitud 1 -1.272 -1.272  0.444
Altitud-Latitud 1 182.245 182.245 0.064
Altitud-Longitud 1 15.543 15.543  0.407
Latitud-Longitud 1 168.233 168.233  0.098

Provincia Biogeografica 15 1533.278  102.218 0.001 0.002
Error 191 19076.735  99.878
Total 212 21068.813  99.381

1df: grados de libertad
2SS: suma de cuadrados
3MS: cuadrados medios

*p: significancia.
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Anexo V.D. Correlacion (ry=0.039; p<0.05) entre la distancia geografica (en kilémetros) y la
distancia genética de Nei de 34 isoenzimas que representan a 259 poblaciones de 59 razas.
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Anexo V.E. Correlacion (ry=0.002; p=0.442) entre la distancia geografica (en kildémetros) y la

distancia genética de Nei de 96 microsatélites que representan a 213 individuos de 58 razas.
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ANEXO VI
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Anexo VI.A. Grafica de barras de los valores eigen del sSPCA de 153 SNPs con indice Fst>0.15
de 169 individuos de 50 razas. Los valores eigen positivos representan estructuras regionales,

mientras que los negativos, estructuras locales.
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Anexo VI1.B. Gréfica de barras de los valores eigen del sSPCA de 200 SNPs con indice Fst<0.02
de 169 individuos de 50 razas. Los valores eigen positivos representan estructuras regionales,

mientras que los negativos, estructuras locales.
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Anexo VI.C. Gréficas de los valores eigen en funcion de los componentes de varianza y de
autocorrelacion espacial (I de Moran) de cada uno. a. SPCA de 153 SNPs con indice Fsr>0.15. b.
SPCA de 200 SNPs con indice Fsr<0.02. La linea punteada vertical a la derecha indica la maxima
varianza obtenida con una combinacion lineal de alelos en un PCA ordinario. Las lineas
punteadas horizontales en los extremos indican el intervalo de variacién del estadistico | de

Moran de acuerdo a la matriz de pesos.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anélisis de las isoenzimas con un modelo bayesiano de asignacion

La determinacion de las agrupaciones genéticas presentes en el maiz a partir de las isoenzimas se
llev6 a cabo con Structure v.2.3 (Pritchard et al. 2000). EI modelo bayesiano de asignacion de
este programa infiere el niUmero de poblaciones y la frecuencia de cada alelo en las distintas
agrupaciones. Los individuos son asignados a un nimero predeterminado de agrupaciones (K),
minimizando el desequilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento dentro de cada poblacion. El
algoritmo Monte Carlo de cadenas de Markov (MCMC) permite estimar las frecuencias alélicas
de cada K y la proporcion del genoma individual derivado de cada agrupacion (gk). La poblacion
de procedencia de los genotipos no fue usada en el analisis. EI nimero de K vari6 entre 1-6 (10
repeticiones en cada una) y para cada una se generaron 1,000,000 de MCMC para estimaciones,
después de haber eliminado las primeras 100,000 (burn-in). Los parametros usados estan
preestablecidos por el programa con excepcién de Alphapropsd, la desviacion estandar de la
distribucién que permite establecer la proporcion de mezcla, el cual se elevo de 0.05 a 0.5 para
aumentar el intervalo de alfa. Debido a que este analisis es sensible a los datos faltantes, las
isoenzimas con mas del 50% de datos faltantes fueron eliminadas (ACO 1, DIA 1y 2, HEX 2).

El nmero de agrupaciones se determiné al identificar la 4K mayor (Evanno et al. 2005).
Sin embargo, la 4K mayor ocurrié cuando K es igual a dos, mientras que la maxima verosimilitud
(L(K)), cuando K es igual a seis (Figura S1). Esta discrepancia entre la 4K y la L(K) también se
observé en el caso de los microsatélites (Vigouroux et al. 2008). La 4K se enfoca en la tasa de
cambio de segundo orden de la funcién de verosimilitud con respecto a K y en la mayoria de los
casos ha mostrado indicar el nimero de agrupaciones bioldgicas mas probable (Evanno et al.
2005). En cambio, la L(K) no necesariamente representa agrupaciones bioldgicas (Pritchard et al.
2000; Evanno et al. 2005). Ademas, el mayor nivel de mezcla («) ocurre cuando K es igual a dos.
Debido a esto, se representd graficamente el porcentaje de pertenencia individual a cada uno de

los dos grupos genéticos probables (Figura S2).
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Figura S1. Gréficas del logaritmo de verosimilitud (L(K); A) y de 4K (B) del analisis de
asignacion bayesiana para 30 isoenzimas de 3600 individuos de 59 razas.

La proporcion de pertenencia de los genotipos individuales de las isoenzimas a una de las
dos agrupaciones sustentadas por la 4K parece mostrar un patrén altitudinal. Al ordenar los
individuos de menor a mayor altitud, el coeficiente de pertenencia (Q) tiende a aumentar para una
agrupacion genética y disminuir para la otra a lo largo de este gradiente (Figura S2). Por
consiguiente, la altitud y probablemente los gradientes ambientales que se asocian a ésta podrian

determinar la distribucion espacial de las frecuencias alélicas en el maiz.
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Figura S2. Grafica del coeficiente de pertenencia (Q) de cada individuo a las dos agrupaciones
genéticas (K=2) sustentadas por la 4K en el analisis de asignacion bayesiana de 30 isoenzimas de
59 razas. Las 259 poblaciones, cada una con 12 6 24 individuos, se agrupan de menor a mayor

altitud. Las razas se nombran arriba de la grafica y las poblaciones, abajo.



Distribucion del indice Fst en isoenzimas y microsatélites

La distribucién del indice Fsr entre razas de maiz se compard con la de teocintles anuales (Z. m.
ssp. mexicana, Z. m. ssp. parviglumis) y perennes (Zea diploperennis, Zea perennis) para
establecer el grado de diferenciacion genética de las isoenzimas y los microsatélites en este
cultivo. Los genotipos individuales de todos los teocintles se obtuvieron del portal de Panzea
(www.panzea.org). Los datos de isoenzimas incluyen a 20 marcadores de 504 individuos de 25
poblaciones (Doebley et al. 1984), mientras que los de microsatélites incluyen a 93 marcadores
de 213 individuos (Fukunaga et al. 2005). Los marcadores son los mismos, aunque menos que en
el maiz, y los genotipos se han reportado en la literatura.

La diferenciacion genética de las 34 isoenzimas analizadas del maiz es similar a la de los
teocintles anuales y perennes (Figura S3). El indice Fsr en el cultivo varia entre 0.05 y 0.15. En
cambio, los valores de este estadistico en las 20 isoenzimas analizadas de los teocintles varian
entre 0.10 y 0.15, para los anuales, y entre 0.05 y 0.20, para los perennes. La similitud en la
distribucién de la diferenciacion genética entre el cultivo y sus parientes silvestres podria deberse
a que el namero de alelos por locus en estos marcadores no es alto (Anexo V.A). Sin embargo,
también sugiere que los cambios en las frecuencias alélicas de las isoenzimas analizadas podrian

no estar influidos por la seleccion natural (positiva).

La diferenciacion genética de los 96 microsatélites analizados del maiz es mas alta que la
de los 93 marcadores de los teocintles anuales y perennes (Figura S4). La mayoria de los valores
de Fst se encuentran entre 0.20 y 0.30, en el cultivo, entre 0.05 y 0.15, en los teocintles anuales, y
entre 0.12 y 0.20, en los teocintles perennes. La mayor diferenciacion genética en el maiz podria
deberse al alto nUmero de alelos por locus (Anexo V.A) y podria sugerir que estos marcadores
son adecuados para analizar el efecto de los barridos selectivos en la variacion neutral de este
cultivo. Es posible que algunos de estos marcadores se localicen cerca de loci en el genoma
influidos por la seleccion natural (positiva). No obstante, la estructura espacial encontrada con los
microsatélites muestra un patron de aislamiento por distancia, ya que la mayoria de estos

marcadores probablemente se localizan en loci neutrales.
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Figura S3. Distribucion del indice Fst de isoenzimas obtenido entre razas de maiz (Z. m. ssp.
mays), entre teocintles anuales (Z. m. ssp. mexicana y Z. m. ssp. parviglumis) y entre teocintles

perenes (Z. diploperennis y Z. perennis).
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Figura S4. Distribucién del indice de Fst de microsatélites obtenido entre razas de maiz (Z. m.
ssp. mays), entre teocintles anuales (Z. m. ssp. mexicana y Z. m. ssp. parviglumis) y entre

teocintles perennes (Z. perennis y Z. diploperennis).
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