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RESUMEN

Por el gran efecto que las interacciones bidticas tienen sobre los procesos demograficos
y genealdgicos tanto en plantas como en animales, son particularmente interesantes los
estudios de filogeografia comparada, de los haplotipos citopldsmicos de especies co-
distribuidas, con el objeto de estudiar patrones co-evolutivos comunes. En esta tesis se
estudio6 la estructura filogeogréfica de la mosca florivora Zygothrica sp. para evaluar si
muestra congruencia con los patrones de distribucién y estructura filogeografica de su
hospedero especifico, la planta diestilica Palicourea padifolia (Rubiaceae), a lo largo de
su distribucién en los bosques mesoéfilos de México. Se colectaron 124 individuos de
Zygothrica sp. en 9 poblaciones que comprenden una parte de la distribucién reportada
para P. padifolia en México. Se amplificaron por PCR los fragmentos del ADN
mitocondrial correspondientes a la citocromo oxidasa I y al citocromo b, los cuales han
sido ampliamente utilizados en estudios de filogeografia de insectos. Los resultados
mostraron poca estructuracion genética y altos niveles de diversidad genética dentro de
las poblaciones de Zygothrica sp., sugiriendo que ha existido suficiente flujo génico
entre todas las poblaciones para homogeneizar la estructura genética. La mayor parte de
la variacion genética fue explicada por diferencias entre individuos dentro de las
poblaciones y por diferencias entre grupos formados por poblaciones en diferentes
parches del bosque meso6filo. Las poblaciones a ambos lados del Istmo de Tehuantepec
no mostraron una diferenciacién genética marcada contrario a las predicciones de los
modelos de nicho ecoldgico, que sugerian el rompimiento de las poblaciones por el
Istmo de Tehuantepec tanto de Zygothrica sp. como de su hospedero P. padifolia. y que
son resultados consistentes con la evidencia biogeogrifica y filogeografica de otras
especies, que muestran que el Istmo de Tehuantepec funcioné como corredor para las
especies en algin periodo frio de inicios del Pleistoceno, y después como un barrera.
Finalmente se encontr6 que no existe congruencia entre la estructura genética de la
mosca florivora y de su hospedero P.padifolia a lo largo en los bosques mesdfilos en

México.

Palabras claves: florivoria, especialista, planta hospedera, diptero, ADNmt, bosques

mesofilos.
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INTRODUCCION GENERAL.

La filogeografia es la rama de la biogeografia que trata de los principios y procesos que
rigen las distribuciones geograficas de los linajes de genes, especialmente entre y dentro
de especies cercanamente relacionadas (Avise, 1998; Avise, 2000). Este tipo de andlisis,
y su interpretacion, requieren de datos provenientes de disciplinas como la genética
molecular y de poblaciones, la demografia, la biologia evolutiva, la sistematica
filogenética, la paleontologia, la geologia y la geografia histérica. Esto hace de la
filogeografia una disciplina integrativa que se encuentra en el cruce entre la macro- y la

micro-evolucion (Avise, 2000).

La filogeografia es una disciplina relativamente reciente que surgio a raiz de los
estudios de variacién genética realizados con isoenzimas, RAPDs, RFLPs y el
descubrimiento del ADN mitocondrial (ADNmt) como molécula informativa para
andlisis filogenéticos y de genética de poblaciones. Los anélisis filogeograficos han
permitido obtener informacién sobre la forma, el momento y la magnitud con la que los
eventos geoldgicos (e. g. elevacion de continentes, formacién de montaiias,
glaciaciones), procesos ecoldgicos (e. g. cambios en comunidades bidticas) y
demograficos (e. g. colonizacién, extincién, aumento o reduccién poblacional) han
impactado en la distribuciéon de la variacién genética de las poblaciones de diversas
especies (Avise, 1987; Avise, 2000). En filogeografia, la hipdtesis principal, establece
que la mayoria de las especies se componen de poblaciones estructuradas
geograficamente, y que las diferentes poblaciones ocupan ramas o grupos filogenéticos
distintos en una filogenia intraespecifica. Esta concordancia de los grupos filogenéticos
con la distribucién geogrifica se conoce como patrén filogeogrifico y puede ser

marcado o moderado dependiendo del flujo de genes (Avise, 1987; Avise, 2000).

A partir de la hipdtesis anterior se pueden derivar los siguientes escenarios: i)
cuando las especies tienen un patrén filogeografico moderado poseen historias de vida
con amplios patrones de dispersion y no han tenido impedimentos al flujo génico vy, ii)
un patrén filogeografico marcado estd asociado a la existencia de barreras que limitan el
flujo génico interpoblacional (Avise, 1987; Avise, 2000). Se ha demostrado que
diversas especies de animales tienen un patrén filogeografico marcado, lo cual implica
que los linajes geneal6gicos tienen una alta concordancia con su distribucién geogréfica.
Lo anterior se ha observado tanto en especies de vertebrados (e. g. Seutin, 1993;

Hendersson y Hegdes, 1995; Ryan, 1996; Da Silvia y Patton, 1998; Perdise, 2002),
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como de invertebrados (e.g. Wilcox, 1997; Wen- Bin, 2004; Hochkirch, 2009). No
obstante, también hay casos de patrones filogeogrificos moderados (Bermingham y
Avise, 1986) o incluso ausentes (Chapco, 1992; McMillan y Bermingham, 1996; Zeh,
2003). Las explicaciones al origen de todos estos patrones filogeograficos se
fundamenten principalmente en los niveles de flujo génico entre poblaciones y la
presencia o ausencia de barreras que establecen diferentes niveles de aislamiento

geogréfico entre las poblaciones.

A partir de los datos generados en distintos taxa, se han propuesto cinco grandes
categorias de patrones filogeograficos, a partir de filogenias derivadas del ADNmt
(Avise, 1987; Avise, 2000). Estas categorias se pueden dividir en dos grupos de acuerdo
a los patrones de divergencia genética. El patron de divergencia discontinuo indica una
separacion filogenética pronunciada entre linajes, mientras que el patrén de divergencia

continuo indica una escasa separacion filogenética entre linajes (Tabla 1).

Tabla 1. Se muestran las cinco categorias de patrones filogeograficos, divididas en dos grupos; 1) el
patrén de divergencia discontinuo y 2) el patrén de divergencia continuo.

Categoria Patrén de Distribucién geografica Circunstancias evolutivas
divergencia genética probables
I Discontinuo Grupos filogenéticos separados por | Barreras ancestrales al flujo
muchas mutaciones y cada grupo se génico o la extincién de
encuentra en regiones geograficas linajes intermedios en
diferentes. especies de flujo génico
11 Discontinuo Grupos filogenéticos separados por Migracién reciente a esas
muchas mutaciones aunque ocupan regiones y/o existencia de
las mismas regiones geograficas. barreras en la especie
III Continuo Grupos filogenéticos escasamente Flujo génico limitado en
diferenciados. Ocupando regiones ausencia de barreras
geogréficas diferentes. geogréficas.
v Continuo Grupos filogenéticos escasamente Flujo génico extensivo en
diferenciados ocupando las mismas ausencia de barreras
regiones geograficas. geograficas.
\" Continuo Grupos filogenéticos escasamente Flujo génico intermedio en
diferenciados, ocupando las mismas ausencias de barreras
regiones geogréficas y algunos geogréficas.
grupos son mas frecuentes en
regiones especificas.

Marcadores moleculares en filogeografia
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Se utilizan marcadores moleculares como herramienta basica en los estudios
filogeograficos. Estas técnicas han integrado marcadores tales como el ADN

mitocondrial en animales y el ADN del cloroplasto en plantas.

El ADN mitocondrial (ADNmt), presente en el citoplasma en animales ha sido
ampliamente utilizado en estudios evolutivos y en estudios filogeograficos debido tanto
a que no experimenta recombinacion sexual como que al ser de herencia exclusivamente
materna permite que los polimorfismos que ocurrieron miles de afios atrds se presenten
todavia en altas frecuencias y también al alto nimero de copias con las que se presenta
dentro de la célula (Hwang & Kim, 1999). A pesar de no ser tan variable como otros
marcadores y tener una baja tasa de mutacion, nos permite crear genealogias de genes
de linajes matrilineales y nos provee de informacién histérica preservada en sus

secuencias a través de gran niimero de generaciones (Avise, 2000).

El ADNmt es una macromolécula comin a todos los seres vivos, que puede
considerarse como crondémetro molecular o documento de la historia evolutiva.
Asumiendo que los cambios mutacionales se producen al azar y que aumentan con el
tiempo de manera lineal, las diferencias en la secuencia de los monémeros (nucledtidos
o aminodcidos) que integran macromoléculas homoélogas presentes en dos especies,

reflejan la distancia evolutiva existente entre ellas (Zuckerkandl & Pauling, 1964)

Las secuencias de ADN mitocondrial y del cloroplasto muestran polimorfismos
intraespecificos, que pueden ser revelados por la longitud de los fragmentos de
restriccién de fragmentos de ADN amplificados por el método de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR-RFLP) (Kremer, 2002). El método de secuenciaciéon también
permite conocer polimorfismos intraespecificos en fragmentos especificos de ADN.
Ambos métodos detectan variacion en las secuencia de nucledtidos, denominiandose
haplotipos a las variaciones en al menos un nucledtido en la secuencia (Lewin, 1994).
En este mismo sentido los haplotipos se definen como una secuencia de alelos o genes
ligados en una copia simple de un cromosoma o en el ADNmt (Hedrick, 2005). Dada
una muestra de haplotipos, la relacién puede ser reconstruida hacia atrds en el tiempo

hasta el haplotipo ancestral comiin (Machado, 2003).

Modelos de nicho ecologico y filogeografia
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Una herramienta complementaria para comparar y robustecer los estudios
filogeogréficos y las hipdtesis biogeograficas es el uso de modelos de nicho ecolégico,
los cuales han contribuido a predecir las distribuciones pasadas y presentes de las
especies (Waltari, 2009). Los modelos de nicho ecolégico (ENMs) son una técnica que
permite estimar dreas actuales o potenciales de distribucién de una entidad (especies,
poblaciones), usando principalmente registros de presencia y/o ausencia en el espacio de
interés (Peterson, 2004). El modelo de nicho ecolégico ha sido aplicado en disciplinas
como ecologia, biogeografia, genética del paisaje y biologia de la conservacion
(Peterson, 2007). Los modelos de distribuciéon potencial han sido ampliamente
utilizados para reconstruir dreas de distribucién geografica de las especies en el pasado
durante el dltimo mdaximo glacial (LGM, por sus siglas en inglés, hace
aproximadamente 20,000 afos) y el ultimo mdaximo interglacial (LIM, hace
aproximadamente 140,000 afios), lo cual ha ayudado a contrastar y complementar

patrones filogeograficos obtenidos con marcadores moleculares (Jakob, 2009).
Interacciones planta-insecto.

Desde un punto de vista evolutivo, las interacciones han jugado un papel
fundamental en la diversificacion de las especies (Mendel, 1999) (Fig. 1), resultado de
una serie de adaptaciones reciprocas entre pares o grupos de especies interactuantes. De
tal manera que la gran diversidad de interacciones bidticas (e. g. mutualistas y
antagonistas), puede influir en la evolucién y dindmica poblacional, la abundancia,

distribucién y viabilidad en las poblaciones vegetales y animales.
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Interactuantes (signo) Intensidad Sensibilidad

Polinizadores (+)

J

Depredadores florales (-)

Depredadores de semillas (-) i

Herbivoros foliares (-)

Parasitos (-)

Dispersantes (+)

Fitness total ()

Oftros... (+,-)

Figura 1. Ejemplo tedrico de distintas interacciones, segin signo y magnitud, actuando sobre un
“individuo medio” de una poblacion. La sensibilidad del organismo (representada mediante un filtro
claroscuro) a cada interaccién (representadas mediante flechas, cuyo grosor indica la intensidad) es
fundamental para determinar si sus efectos son importantes (flechas sobre fondo blanco) o poco
trascendentes (flechas sobre fondo oscuro). (Mendel 1999).

En su habitat natural, las plantas reciben simultdneamente diferentes estimulos
bidticos y abidticos, a los que deben responder de muy diversas formas. Por su gran
diversidad, las plantas son consumidas por mds de un millén de especies de insectos de
diferentes grupos taxondmicos, que usan diversas estrategias de alimentacién para

obtener los nutrientes en diferentes estructuras de la planta (Camarena, 2003).

Se han documentado ejemplos del efecto que tiene la florivoria y la herbivoria
en la dindmica poblacional de diversas especies de plantas. Por ejemplo la remocién de
hojas puede no tener ningtin efecto o un efecto negativo en el desempefio futuro de las
plantas dependiendo del periodo en el que fue removido el tejido. Asi una defoliacion
temprana en la temporada puede reducir la produccién de semillas y el crecimiento
futuro, mientras la remocién de hojas durante el desarrollo de los frutos afectara el

desempefio del siguiente afio (Garcia & Ehrlen, 2002).

La florivoria por su parte puede afectar tanto la calidad de flores dafiadas, como
la cantidad y frecuencia de las visitas de polinizadores, y estos dos factores pueden
interactuar de manera sinérgica o independiente afectando la adecuacion de la plantas

(Canela & Sazima 2003). Si el florivoro reduce la capacidad reproductiva de una planta,
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la estructura genética de la poblacién de esa planta se alterard, por lo tanto, podria
esperarse que la presién selectiva que representan los insectos florivoros resulte en
cambios evolutivos para las especie de plantas que sufren el ataque y dependiendo de la
intensidad del dafio o del efecto sobre la adecuaciéon de las plantas puede darse el
desarrollo de mecanismos de resistencia contra el florivoro o el desarrollo de tolerancia

(Mendel, 2006).

Las plantas pueden ser tolerantes a los efectos de la florivoria al menos a través
de tres mecanismos no excluyentes: 1) produciendo mas flores después del dafio o
abortando las flores dafiadas para ahorrar recursos para flores futuras especialmente
cuando el dafio floral ocurre temprano en la temporada de floracién (Olesen, 1992), 2)
reasignando recursos, de tal manera que flores, 6vulos o frutos de reserva pueden ser
selectivamente madurados cuando otras estructuras reproductivas sean dafiadas o
removidas (Ashman, 2004), 3) incrementando el atractivo o la fecundidad potencial de
las flores individuales, a través de incrementar el tamafio floral o el nimero de granos

de polen después del ataque.

Sin embargo, las plantas también han desarrollado diversas estrategias para
resistir a sus enemigos naturales, lo que sugiere que requieren una serie de mecanismos
de defensa para combatir efectivamente la gran diversidad de enemigos naturales que
pueden comprender desde la invasién por patdgenos, hasta el ataque por insectos
florivoros y herbivoros. Estos mecanismos incluyen barreras fisicas y quimicas
preexistentes, también como respuestas de defensa, activadas por la infeccién de
patégeno o de la herbivoria por insectos, las cual ayudan a la planta a minimizar el dafio
causado por el depredador. Ademas dentro de los miultiples factores que estarian
regulando la interaccién insecto-planta y la evolucién de la especializacién de los
insectos fitéfagos hacia uno o varios hospederos, uno de los mas importantes es la
quimica de compuestos secundarios (Ehrlich & Raven, 1964; Rausher, 1984; Keese,

1997).

En este sentido la teoria de defensa 6ptima predice que los mayores niveles de
defensa deben estar asociados con los tejidos de la planta que son mds valiosos en
términos de adecuacién. Sin embargo los niveles de defensa floral pueden modificarse
por costos ecoldgicos y de asignacion, ya que rasgos que se utilizan en la defensa contra

florivoros pueden actuar en contra de la atraccién de polinizadores (Strauss, 2002), y las
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plantas pueden experimentar presiones selectivas opuestas en sus rasgos florales a
través de la polinizacién vs. la florivoria (Ashman, 2004). Si los costos ecoldgicos y de
asignacién de las defensas florales superan los beneficios en términos de adecuacién
asociados con la reduccién de la florivoria, entonces, reducir o inducir las defensas en
las flores puede ser favorecido por la presencia de altos niveles de defensas constitutivas
(Strauss & Irwin, 2004). Un supuesto importante de la teoria de defensa 6ptima es que
las plantas son capaces de regular los niveles de defensa en diferentes tejidos de manera
independiente. Algunos estudios ecolégicos han sugerido que dicha regulacion
independiente puede ocurrir, incluyendo evidencia respecto a que las defensas en los
tejidos florales son tan inducibles como en los tejidos foliares (Wackers & Bonifay,
2004; Strauss et al., 2004). Incluso algunos estudios moleculares han identificado altos
niveles de expresion génica en tejidos florales que no han sido reportados en otros

tejidos vegetales (Hause, 2000).

La florivoria puede tener consecuencias en varios componentes de adecuacion.
Un ejemplo es la variacién en el nimero de flores de Lathyrus vernus, especie en la
que, un aumento de la produccién floral conlleva un mayor éxito en la fructificacion,
pero también conlleva un mayor riesgo de herbivoria floral (aumento de hasta el 30%).
Las plantas producen menos semillas cuando son atacadas, ademas de producir menos

flores al siguiente afo (y por lo tanto de nuevo menos semillas) (Mendel, 1999).

Por otro, lado un ejemplo mejor documentado y convincente de coevolucién
entre insectos herbivoros y defensa quimica de las plantas es la interacciéon planta-
herbivoro que se establece entre Pastinaca sativa y las orugas de Depressaria
pastinacella. La planta es una umbelifera que posee defensas quimicas, especificamente
varias furanocumarinas, que protegen sus inflorescencias. Su enemigo natural es capaz
de detoxificar las defensas quimicas (furanocumarinas) en distinto grado. En la
interaccion con su enemigo natural, la planta se ha tenido que re-adaptar incrementando
sus defensas quimicas, mientras que la oruga incrementa una enzima detoxificadora

(Zanger] & Berenbaum, 2005).

Sin embargo no todas las plantas responden igual a la herbivoria. Por tanto, la
interaccion tiene el potencial de variar entre comunidades desde mutualismo vy
comensalismo, hasta antagonismo, dependiendo del contexto de comunidad (Thompson

& Cunningham, 2002). Estd documentado que en las interacciones existen componentes
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ecoldgicos que pueden influir en la evolucion de la especializacién tréfica en insectos
fit6fagos como son la disponibilidad de recursos, la sincronizacién de la fenologia
insecto-planta (Feeny, 1970), la presencia de depredadores y parasitoides, la

arquitectura de la planta y la calidad nutricional del hospedero (Fuentes & Yates, 1994).
Filogeografia comparada

Un desarrollo importante de los estudios filogeograficos es la oportunidad de realizar
andlisis de filogeografia comparada entre diversos taxa simpétricos tanto animales como
vegetales 1o que nos permite entender la relacién existente entre la historia geoldgica,

climética y la diversificacién de los organismos (Arbogast & Kenagy, 2001).

Los andlisis de filogeografia comparada pueden revelar patrones biogeograficos
previamente no reconocidos que sugieren que la vicarianza ha jugado el papel
preponderante en el desarrollo histérico de las asociaciones contempordneas de los
organismos (Riddle, 2000; Arbogast & Kenagy, 2001). Son estudios de alta resolucién,
que permiten evaluar las asociaciones entre procesos poblacionales de diferentes
taxones que han evolucionado independientemente, pero en las que los patrones
regionales filogenéticos y geograficos son concordantes, lo que se considera como
evidencia de la influencia de factores ecoldgicos y/o evolutivos en la estructura y la

distribucién actual de las especies.

Los patrones concordantes de diversidad genética pueden asi facilitar estrategias
de conservacién, dado que pueden designarse areas de proteccion estratégicas (Evans,
2003). El hecho de que una regién tenga una historia evolutiva y ecoldgica propia, hace
que tenga un valor propio de conservacion (Riddle et al., 2000). Es evidente que la
filogeografia comparada ha contribuido a mejorar areas para protecciéon que maximicen
la representacién no sélo de riqueza y diversidad de especies, sino que incorporen
explicitamente su persistencia (i.e. que protejan los procesos que sostienen dicha

diversidad; Ferrier, 2002).

En lo que respecta a las asociaciones e interacciones ecoldgicas, los sistemas
parésito-hospedero han sido modelos ideales para explorar historias evolutivas en los
estudios de filogeografia comparada, debido a que los procesos histéricos y las barreras
geogrificas que afectan al anfitrién también pueden afectar a sus especies asociadas,

como consecuencia causando patrones filogeograficos congruentes (Razo-Mendivil,
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2010). Sin embargo, existen pocos trabajos que hayan evaluado la filogeografia
comparada de dos especies antagonistas que representan una interaccion especialista
como es el caso de la interaccion de la mosca florivora Zygothrica sp. y su planta

hospedera Palicourea padifolia, que es el caso de estudio de este trabajo.
La interaccion Zygothrica sp.- Palicourea padifolia

Las especies del género Zygothrica sp. (Drosophilidae) ocurren en la ecozona
Neotropical e Indopacifico. Todas las especies son florivoras durante la etapa larvaria y
sus hospederos de oviposicién son predominantemente flores de diferentes especies de
plantas, aunque prefieren flores voluminosas y carnosas, donde la larva puede
alimentarse de los tejidos reproductivos principalmente estilo, pétalos y bracteas

(Grimaldi, 1987).

En la interaccién entre Zygothrica sp. y su hospedero, la planta diestilica
Palicourea padifolia (Rubiaceae), la hembra de la mosca oviposita en los botones
florales de la planta y la larva se desarrolla dentro del botén y se alimenta de los granos
de polen. Tipicamente el botén floral atacado cae al suelo antes de abrir como flor y es
donde la larva pupa y de donde emergerd el adulto para completar el ciclo. La
incidencia de ataque de las moscas de Zygothrica sp. varia entre poblaciones pero
pueden atacar hasta el 84% de los botones florales de P. padifolia en una sola
temporada, por lo que la actividad de los florivoros representan una importante

reduccién en la adecuacion de su hospedero (Martinez-Rodriguez et al., en prep).

Un antecedente importante para este estudio es el andlisis genético de
poblaciones de P. padifolia utilizando ADN de cloroplasto, en el que se encontraron
altos niveles de diversidad y flujo génico tanto al interior de las poblaciones, como entre
fragmentos diferentes de bosque meséfilo en México (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011).
Sin embargo, Gutiérrez-Rodriguez et al. (2011) encontraron también dos grupos
genéticamente diferenciados, con las poblaciones de Hidalgo, Oaxaca, Puebla y
Veracruz formando un grupo bien soportado y las poblaciones de Chiapas
representando un grupo genéticamente aislado. Tal estructura filogeografica sugiere un
factor que contribuy6 a la estructura genética de P. padifolia y resalta el papel del Itsmo
de Tehuantepec como una barrera geografica ante la dispersion de los individuos y

genes de las poblaciones de P. padifolia en México.
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La interaccién entre la mosca florivora Zygothrica sp. y su hospedero especifico,
la planta diestilica P.padifolia, ofrece una excelente oportunidad de estudiar la
filogeografia comparada de una interaccién antagonista insecto-planta. Por lo tanto, el
presente trabajo se enfoco en analizar la filogeografia de la mosca florivora Zygothrica
sp. y evaluar si existe congruencia con los patrones de distribucién geogréfica y
estructura genética de su hospedero especifico Palicourea padifolia (Rubiaceae) a los

largo de su distribucién en los bosques mesdfilos de México.
Estructura de la tesis

La presente tesis se divide en tres capitulos. El primer capitulo se hace una revision

general de conceptos bésicos de andlisis de secuencias y filogeografia.

En el segundo se presentan modelos de nicho ecoldgico de Zygothrica sp. y
Palicourea padifolia. El objetivo particular de este capitulo fue modelar la distribucién
geografica potencial (i. e. pasada y presente) de las poblaciones de Zygothrica sp.y P.

padifolia en los bosques meséfilos de México.

En el tercer capitulo se estudio la variaciéon en el ADN mitocondrial de los genes
de la citocromo oxidasa I y de el citocromo b de Zygothrica sp. a través de su de
distribucién en los bosque meséfilos de México, para determinar la estructura
filogeogréfica. Los objetivos particulares en este capitulo fueron: (1) Estimar los niveles
de variacién genética en las poblaciones de Zygothrica sp. con base en el ADNmt (2)
Conocer la estructura genética de Zygothrica sp. a escala geografica de su distribucion
geogréfica (3) Comparar los patrones filogeograficos de Zygotricha sp. con los de su

hospedero especifico P. padifolia y determinar si estdn correlacionados.
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CAPITULO I

Conceptos basicos de marcadores moleculares,

andlisis de secuencias, filogenia y filogeografia.
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Introduccion.

En 1987 Avise acufid el término filogeografia y lo definié como el estudio de los
principios y procesos que gobiernan la distribucion geografica de especies y grupos de
especies cercanamente relacionadas. La filogeografia se ha considerado una
subdisciplina de la biogeografia histérica por que trata aspectos histéricos de la

distribucién actual de los linajes (Lomolino, 2005)

Esta disciplina es el resultado de la uni6én del estudio de procesos
microevolutivos y macroevolutivos (Avise, 2004). La filogeografia integra varias
disciplinas, entre ellas genética molecular, genética de poblaciones, etologia, biologia
filogenética, paleontologia, geologia y geografia histérica (Avise, 2000). De esta
manera las inferencias filogeograficas son muy robustas permitiendo plantear hipétesis

historicas.
ADN mitocondrial como marcador molecular

La filogeografia utiliza como herramienta marcadores de herencia
citoplasmatica, como el ADNmt y el ADN de cloroplasto (ADNcp), ya que ambos
frecuentemente son heredados por via materna, lo que permite detectar linajes
matrilineales, no estdn sujetos a recombinacidn, constituyen linajes jerdrquicos y no

muestran una relacién entre individuos (Irwin, 2002).

Las mitocondrias son organelos citoplasmaticos implicados en la fosforilacién
oxidativa. La cadena respiratoria mitocondrial estd compuesta por cinco complejos
(tabla 1) y dos moléculas que actiian a modo de nexo de unién o lanzadera, la Coenzima

Q y el Citocromo C.

La funcién mitocondrial estd regulada por un doble sistema genético, uno
propio, el ADN mitocondrial (ADNmt), que procede exclusivamente del 6vulo,
integrado por 16,569 pares de bases que codifican 22 ARN de transferencia, 2 ARN
ribosémicos y 13 péptidos de la cadena respiratoria mitocondrial (Tabla 1) (Arenas,

1996).
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Tabla 1. Complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Su accién y constituyentes principales. (*)
Entre paréntesis se recoge el nimero de péptidos codificados por el ADN mitocondrial.

Complejo | Nombre Constituyente Accion
I NADH-CoQ oxidorreductasa 25 polipéptidos (7) Oxidaciéon NADH
II Succinato CoQ 5 polipéptidos (0) Oxidacién sustratos FADH2
oxidorreductasa dependientes
111 QH2 citocromo C 11 subunidades (1) Oxidacién sustratos NADH y
oxidorreductasa FADH?2 dependientes
v Citocromo C oxidasa (CO) 13 subunidades (3) Transfiere equivalentes
reductores del Citocromo C al
v ATP sintasa 2 subunidades 12-14 Convierte gradiente
polipéptidos (2) transmembrana en energia
(ADP pasa a ATP)

Dentro del analisis molecular en animales, el ADNmt es uno de los marcadores
genéticos mas utilizados. El ADNmt de vertebrados es una molécula circular de entre 16

y 18 kb con una disposicién conservada.

El ADNmt ha jugado un papel fundamental en el desarrollo de la genética de
poblaciones y en la genética evolutiva (Rand, 2001). El ADNmt presenta caracteristicas
unicas como marcador molecular, permitiendo diversas aplicaciones en el
entendimiento de los patrones de variacion genética debido a los altos niveles de
variacion intra-especifica que muestra, a que posee una herencia materna, que no
presenta recombinacion génica, tiene una alta tasa de mutacién, carece de ADN
repetitivo (pseudogenes, transposones e intrones) y el tipo de cambio genético es
mayormente por sustitucion y algunas eliminaciones o adiciones que ocurren en pocos

nucledtidos (Avise, 2000).

Las células somaticas tipicas poseen cientos de miles de mitocondrias, cada una
con varias copias de ADNmt, sin embargo, en general existe un haplotipo mitocondrial
preponderante por cada individuo. Esta caracteristica denominada homoplasia, resulta
fundamental para poder realizar un andlisis filogeografico donde las unidades de estudio
son los individuos. Por otro lado el rol genético del ADNmt parece haberse conservado
de manera universal, y exhibe una sorprendente variacién en cuanto a su conformacién
y tamaifio, asi como en su contenido génico, la organizacién de sus componentes y sus

patrones de expresion (Burge & Lang, 1999).
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El ADNmt también ha sido usado en andlisis filogenéticos, por su herencia
materna independientemente del ADN nuclear. En particular el ADNmt es usado para
inferir las relaciones filogenéticas de especies que divergieron recientemente. Las
secuencias del ADNmt que han recibido mayor atencién son los genes del ARN
ribosomal (12S y 168S), la Citocromo Oxidasa I y II, asi como el Citocromo b, y la
region control (Avise, 1987). Cuando se analizan secuencias de genes mitocondriales,
las unidades terminales del andlisis filogenético son los haplotipos mitocondriales o
variantes del ADNmt. El nimero de haplotipos presentes en una especie o poblacién
brinda una estimacién de su diversidad genética y permite realizar inferencias sobre su

historia evolutiva (Gémez-Zurita, 2000; Juan et al., 2000).

En este estudio se selecciond el gen de la Citocromo Oxidasa I y el gen del
Citocromo b por ser de los genes mitocondriales mds utilizados en el estudio
filogeogréafico de variacion intra-especifica en insectos. El elevado nimero de trabajos
publicados aplicando esta metodologia permite que la amplificacién de dicho gen sea
rapida y eficiente, y que se puedan realizar comparaciones de los resultados con los

obtenidos para otras especies (Scataglini, 2006; Sequeira, 2008).
Citocromo b

El citocromo b se encuentra en la mitocondria de todos los organismos eucariéticos. La
proteina del citocromo b estd localizada en el Complejo III de la membrana interna de la
mitocondria junto con otras proteinas formando a su vez el complejo citocromo bcl. El
citocromo b es uno de los citocromos involucrados en el transporte de electrones en la
cadena respiratoria de la mitocondria. Este contiene ocho hélices transmembranales

conectadas por dominios intra o extramembranales (Esposti, 1993).

Esta proteina ha sido de mucha utilidad en estudios de diferentes organismos
para inferir relaciones evolutivas (Irwin, 1991) y filogenéticas (Wright, 1999), ademds

de su amplia utilidad en los estudios filogeograficos (Avise, 1987)
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Citocromo Oxidasa I

La Citocromo Oxidasa I (COI) es un gen codificante que se encuentra en las
mitocondrias de todos los organismos eucariéticos. En general es una region conservada

en todos los organismos aerobios investigados (Saraste, 1990).

La regién COI ha sido ampliamente utilizada para inferir la historia y/o la
estructura poblacional de una amplia variedad de organismos. Algunas caracteristicas
que le hacen particularmente conveniente para estudios evolutivos son que es una region
codificante y lo suficientemente conservada como para mostrar la historia matrilineal
de los linajes (Lunt, 1996). Ademads, se ha convertido en una de las moléculas claves
para resolver uno de los problemas mds antiguos de la Biologia: la identificacion de
especies (Tautz, 2003), pues un segmento del gen COI de aproximadamente 700 bp fue
elegido como marcador universal en el proyecto “codigo de barras de la vida” debido a
la existencia de primers universales (Folmer, 1994) y una alta tasa de mutacién en la
tercera posicion de los codones, que le confiere una posibilidad de cambio tres veces
mayor a la de otros marcadores. Ademds, esta seccidén casi no presenta inserciones o
deleciones (indels), por tanto, los alineamientos son mucho mas sencillos de realizar al

no presentarse gaps (Hebert, 2003).
ANALISIS DE SECUENCIAS Y FILOGEOGRAFIA

Las diferencias fenotipicas y genotipicas en las poblaciones de una misma especie a lo
largo de su distribucién es conocida como variacién geogrifica (Futuyma, 1998). Las
inferencias de las fuerzas evolutivas, como seleccién natural, diferenciacion alopétrica y
su efecto en las poblaciones, se han estudiado cominmente por medio de variacién
morfolégica, aunque en ocasiones esta pueda no existir o sea dificil de percibir. Debido
a ello y a que la variaciéon genética permite hacer inferencias sobre los procesos
evolutivos, se han aplicado métodos moleculares capaces de revelar la asociacidn entre

la variacion geografia y la variacion genética (Zink, 1994)

Una de las formas en que pueda estudiarse la variacién genética de las especies y
sus poblaciones es la filogeografia, la cual permite evaluar los aspectos histéricos de la
distribucion espacial contemporanea de linajes de genes. Mediante esta disciplina, ha

sido posible precisar la relacién entre la distribucién geografica y los patrones de
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diversidad y estructura genética de las especies, ademds de los procesos evolutivos
asociados. Con ello se ha conseguido un mejor entendimiento de patrones de

colonizacidn, migracion y diversificacion de las especies (Avise, 1998).

En este mismo sentido en los ultimos afios, el desarrollo de marcadores
moleculares basados en el ADN ha tenido un gran impacto en el estudio de la variacién
a nivel genético, el mapeo de genes y en la exploracion de las secuencias de ADN y la

comprension de los eventos genéticos y evolutivos (Dodgson et al., 1997).

El presente escrito tiene como objetivo hacer una revisién de los diferentes
métodos de andlisis de secuencias de ADN y filogeografia con la finalidad de

determinar posteriormente los patrones filogeograficos de la mosca florivora Zygothrica

Sp.
RECONSTRUCCION FILOGENETICA

En relaciéon con los métodos de andlisis filogenéticos mds utilizados para inferir
patrones filogeograficos son los basados en los criterios de Médxima Parsimonia y de

Maxima Verosimilitud, asi como las reconstrucciones basadas en inferencia Bayesiana.

METODOS DE MAXIMA PARSIMONIA

Con el desarrollo de la Sistematica Filogenética (Henning, 1950), se concretd una teoria
coherente para investigar y entender las relaciones de ancestro descendencia que existen
entre las especies, a través del estudio de los procesos de transformaciéon morfoldgica y
la especiacion. La finalidad del cladismo es formar grupos hermanos, usando caracteres
morfoldgicos, ecoldgicos, fisioldgicos o moleculares, aplicando un criterio de seleccién
de hipétesis en donde la solucién mds simple es la mejor, minimizando asi el nimero de
hipétesis (i.e homoplasias) sobre una filogenia (Egan & Crandall 2006). Los resultados
son expresados en diagramas de ramas 6 cladogramas, que hacen referencia a las
relaciones genealdgicas (Page y Holmes, 1998). El andlisis con Mdxima Parsimonia
funciona de manera eficiente con el andlisis de secuencias de ADN con divergencia
moderada, aunque puede ser poco preciso cuando las secuencias presentan una gran
divergencia, ya que si algunas ramas en una filogenia han evolucionado a una tasa
mayor que otras es posible que acumulen homoplasias y analizar con Mdaxima
Parsimonia tiende a agrupar esas ramas (atraccion de ramas largas) rindiendo

inferencias filogenéticas erréneas (Egan & Crandall, 2006).
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Caracteres

En 1950 Henning defini6 a los caracteres que se encuentran en la morfologia ancestral
de un linaje como plesiomérficos, mientras que los caracteres con morfologia lejana del
ancestro como apomorficos. Los grupos hermanos son formados por la identificacién de
caracteres sinapomorficos, que derivan del ancestro comin més reciente (Fig. 1)
(Kitching et al., 1998). Henning identific6 también otros caracteres:

1. Caracteres autopomorficos: como aquellos rasgos distintivos de taxa terminales.

2. Caracteres simplesiomorficos son rasgos mds primitivos heredados de un ancestro
mads remoto que el ancestro comun, sin embargo, estos caracteres son irrelevantes para
el cladismo.

3. Caracteres homopldsicos son reconocidos como convergencias, regresiones o

paralelismos.

Apomaorfia Plesiomofia

/A A

Autoapomorfia

Sinapormorfia Homaoplasia

Figura 1. Muestra la terminologia usada para describir los diferentes patrones de estados de caracter
ancestrales (O) y derivados (@). Tomado de Page y Holmes (1998).
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Grupos

Segtin Henning, existen tres tipos de grupos basados en los estados de carécter:

1. Grupo monofilético, incluye al ancestro comtin y a todos sus descendientes.

2. Grupo parafilético, es aquel en el que no todos los taxa supuestamente descendientes
de un ancestro comudn son incluidos en el grupo.

3. Grupo polifilético. Presenta convergencias o conflictos de no-homologia. La relacién
de los grupos polifiléticos no son claras debido a que no tienen una historia filogenética
comun o real y no pueden ser consideradas como caracteres derivados compartidos

(sinapomorfias).

Construccion de Cladogramas

Los métodos computacionales basados en la escuela cladista se dividen en exactos y
heuristicos. Los métodos exactos garantizan encontrar uno o todos los cladogramas con
el menor nimero de pasos. Con estas busquedas, todas las topologias posibles son
estimadas a partir de un cladograma inicial sin raiz, al que se le adicionan
individualmente todos los taxa, calculdndose la longitud de cada cladograma hasta
encontrar el més corto. Inicialmente tres taxa son seleccionados para formar un arbol
sin raiz totalmente resuelto, posteriormente, se adiciona un cuarto taxén a cada una de
las tres ramas del arbol inicial. En seguida, se agrega un quinto taxén que es probado en
cada una de las cinco ramas de los tres cladogramas previos. Lo que resulta en quince
topologias posibles. Este procedimiento se continda hasta que todos los taxa son
adicionados al cladograma. Finalmente, se calcula la longitud de todos los cladogramas
y el arbol mas corto es seleccionado como el idéneo o el mas parsimonioso. En la
practica, la bisqueda del cladograma mds parsimonioso se convierte en un problema
computacional ya que la adicién de un nuevo taxén aumenta exponencialmente el
nimero de cladogramas por analizar. Para una busqueda que incluye seis taxa se
evaldan alrededor de 105 cladogramas y asi sucesivamente. Por esta razén las
bisquedas exhaustivas se realizan generalmente en nimeros reducidos de taxa

(Swofford, 2000).

METODO DE MAXIMA VEROSIMILITUD
Cuando se cuenta con modelos de evolucién de los caracteres, se pueden usar métodos
estadisticos estdndar para estimar la filogenia (Felsenstein, 2004). El método mas

aplicado es la Mdxima Verosimilitud, este método fue introducido a la sistemadtica
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molecular por Cavalli-Sforza & Edwards (1967) quienes los utilizaron para estimar la
filogenia con frecuencias alélicas. Este método se basa en un 4rbol con longitudes de
rama y un modelo evolutivo que permite calcular probabilidades de cambio de los
estados de carécter a lo largo de ese arbol. El método en general busca la topologia que
muestre el mejor ajuste entre los datos y el modelo (Felsenstein, 2004). Una de las
propiedades de este método es que presenta consistencia, lo que en este caso significa
que el método converge en la filogenia correcta conforme los datos disponibles tienden
al infinito (Felsenstein, 2004). A pesar de usar criterios diferentes para elegir una
hipétesis filogenética, la Maxima Parsimonia y la Mdaxima Verosimilitud usan las
mismas estrategias de busqueda (i.e. heuristica) y los mismos métodos de
reordenamiento de ramas (i.e. TBR) para explorar el espacio de topologias posibles.

El método de Médxima Verosimilitud requiere un modelo de probabilidad
para calcular la sustituciéon de nucleétidos. Cada modelo de evolucidon estima la
probabilidad de cambio de un nucleétido a otro para cada rama en un intervalo de
tiempo.

El método de Maixima Verosimilitud asume que los nucledtidos
evolucionan independiente por lo que la probabilidad se estima para cada sitio y
finalmente se calcula un valor de verosimilitud total. Para calcular la verosimilitud de
un sitio “j”, se consideran todas las posibilidades de evolucion para cada sitio, esto es
4x4=16 posibilidades consideradas en cada sitio. Una vez calculado el logaritmo de la
verosimilitud de cada sitio, se estima la suma logaritmica de todos los sitios y se

obtiene un promedio.

Modelos de evolucion
Cuando se utiliza el método de maxima verosimilitud es necesario indicar un modelo de
evolucion. Estos son incluidos en la familia de Tiempo Reversible General (General-

Time-Reversible; GTR). Los diferentes modelos son mencionados a continuacion:

1. Jukes-Cantor (JC): Asume una frecuencia de bases igual, es decir que todas las

substituciones son clasificadas de igual manera (Jukes y Cantor, 1969).

2. Kimura 2 Pardmetros (K80): Asume frecuencias de bases igual y frecuencias

variables en transiciones y transversiones (Kimura, 1980).
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3. Kimura 3 Pardmetros (K3P): Asume frecuencia de bases variable, igual frecuencia en

transiciones, y frecuencia variable en tranversiones (Kimura, 1981).

4. Felsentein 1981 (F81): Asume frecuencias de bases variable y que todas las

substituciones son iguales (Felstentein, 1981).

5. Proporcién de sitios invariables (I): Asume sitios constantes de una base de datos

(Hasegawa, et al., 1985)

6. Distribucion Gamma (G): Asume una tasa de variacién de sitio a sitio (Rodriguez,

1990).

7. Tiempo Reversible General (GTR): Asume frecuencia de bases variables con matriz

de sustitucion simétrica (Rodriguez, 1990).

8. Modelo de Transversién (TVM): Asume frecuencia de base variable, frecuencia

variable en transversiones y frecuencias iguales en transiciones (Rodriguez, 1990).

9. Tamura-Nei (TrN): Asume frecuencias de bases variable e igual frecuencia de

transversiones y transiciones (Tamura y Nei, 1993).

10. Hasegawa- Kishino- Yano (HKY): Asume frecuencias de bases variable y

frecuencias variables en transiciones y transversiones (Hasegawa, 1995).

11. Modelo de Transiciéon (TIM): Asume frecuencia de base variable, frecuencia en

transiciones variable e igual frecuencia en tranversiones.

12. Modelo simétrico (SYM): Asume igual frecuencia de bases con matriz de

substitucion.

Tasa heterogénea a través de los sitios: Para todos estos modelos la probabilidad
de cambio del estado “I” al estado “j” depende de la interaccion del tiempo de duracion
“t” y de la tasa de substitucion , a través de un producto pt (Felsenstein, 1981). Una

rama puede ser larga porque puede representar un largo periodo de tiempo evolutivo o
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por qué la tasa de substitucion es alta.

Los modelos de Maxima Verosimilitud asumen que todos los sitios evolucionan
a la misma tasa, la violacién a este supuesto puede traer grandes consecuencias. Por
ejemplo, algunas inferencias que usaron el modelo de Médxima Verosimilitud asumiendo
una tasa de cambio homogénea, pueden ser inconsistentes cuando el verdadero proceso
evolutivo tiene una tasa variable entre cada sitio, aun cuando todos los otros aspectos
del proceso son modelados perfectamente (Gaut & Lewis, 1995). Si los sitios tienen
una fuerte variacion, entonces los sitios que son resistentes al cambio, debido a una
restriccidn selectiva positiva, pueden ocultar la cantidad de cambio real y por lo tanto
los sitios parecen evolucionar mds rdpidamente. Esto conduce a que el método de
Mixima Verosimilitud sobreestime la cantidad de substituciones y por lo tanto muestre
ramas grandes, lo que se define como un error positivo, es decir que una alta tasa de
divergencia entre las secuencias pueden aparentar grupos cercanamente relacionados
cuando no lo son (Felsenstein, 1981).

La distribucién continua comtinmente usada para modelar la tasa heterogénea es
la distribuciéon gamma (Yang, 1993). La distribuciéon gamma tiene dos pardmetros, la
forma del pardmetro o y la escala . La forma del pardmetro o es igual al inverso del
coeficiente al cuadrado de variacion de la tasa de substitucidn, asi que cuando o

incrementa la distribucidén converge en un modelo de una tasa igual.

METODO BAYESIANO

En relacion con el método bayesiano el cual se basa en la probabilidad de un arbol, una
medida que puede ser interpretada como la probabilidad de que un 4rbol dado sea el que
describe correctamente la historia de la muestra taxondmica que estamos estudiando
(Huelsenbeck et al., 2001). El método bayesiano requiere un modelo de cambio de
caracteres y en que los mejores drboles son aquellos que son consistentes tanto con ese
modelo como con los datos del alineamiento. Hace un acercamiento a la mejor
estimaciéon de una filogenia, la mejor filogenia es el arbol que tenga la méxima
probabilidad de ser observado dado un modelo de substitucién y el alineamiento. Por
otro lado en este andlisis, tanto los datos como los pardmetros, son considerados como
variables aleatorias, lo que significa que la incertidumbre acerca de un pardmetro esta
descrita por la distribucién de probabilidad posterior.

Para calcular la probabilidad posterior se requiere hacer sumas de todos los
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arboles posibles y para cada arbol, integrar sobre todas las posibles combinaciones de
longitudes de ramas y todos los posibles valores de los pardmetros de los modelos de
substitucion (Huelsenbeck et al., 2001). Para calcular esta probabilidad existen métodos
numéricos para obtener una aproximacién de la probabilidad posterior de un arbol.
Probablemente el método numérico més 1til en inferencia filogenética bayesiana sea el
método de Monte Carlo con cadenas de Markov (MCMC Huelsenbeck et al., 2001). La
idea del algoritmo MCMC es que en cada iteracién del algoritmo se propone un nuevo
arbol (lo que incluye variaciones en la topologia, los pardmetros del modelo de
sustituciéon y el vector de longitudes de ramas). El nuevo arbol se obtiene por
perturbaciéon de un arbol que se habia propuesto previamente, por lo que es probable
que ambos sean mds o menos parecidos. Si el nuevo drbol tiene una mejor probabilidad
posterior que el viejo, se toma como punto de partida para la siguiente iteracién (es
“aceptado”); si, en cambio, el nuevo arbol tiene una menor probabilidad posterior que el
viejo, solo es aceptado si el cociente entre su probabilidad y la del arbol actual es mayor
que un numero tomado al azar en el intervalo 0,1 (Lewis & Holder, 2003). Si los
primeros desplazamientos en el espacio de los arboles se descartan, la distribucién de
los puntos visitados es una buena aproximacion de las regiones con arboles de mayor
probabilidad posterior.

La probabilidad posterior se basa en la distribucién condicional (condicionada a
los modelos) de la probabilidad de los pardmetros después de analizar los datos. Un
punto importante del método bayesiano es que permite usar modelos evolutivos muy
complejos, que incluyan, por ejemplo, combinaciones de secuencias bioldgicas cada una
de las cuales puede estar sujeta a circunstancias evolutivas diferentes e incluso permiten
analizar conjuntamente datos de secuencias moleculares (de &4cidos nucleicos y
aminodcidos), datos de patrones obtenidos con enzimas de restriccién y datos

morfoldgicos (Holder & Lewis, 2003).

METODOS DE ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

REDES DE HAPLOTIPOS

Este método, que se basa en diferentes algoritmos, ayuda a tener otra forma de presentar
las relaciones entre un conjunto de haplotipos en donde éstos no se ubican solo en los
terminales sino también en los nodos, formando una red que une los haplotipos por sus

distancias mutacionales (Posada & Crandall, 2001).
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En las redes de haplotipos, en la cual un haplotipo tnico puede dar origen a
muchos haplotipos creando lo que se conoce como redes (conexiones entre haplotipos
dadas por el minimo nimero posible de mutaciones entre ellos) (Vazquez, 2009). En la
actualidad existen programas de cOmputo que construyen estas redes filogenéticas a
partir de secuencias de ADN. El algoritmo conecta los haplotipos que difieren por una
sola mutacién, seguido de los que difieren por dos mutaciones, luego tres y asi
sucesivamente, hasta que se alcance el limite o hasta que se unan todos los haplotipos
(Vézquez, 2009). El resultado final es una red que muestra las relaciones genealdgicas
entre todos los haplotipos con base en el nimero minimo de mutaciones. Las
relaciones entre los haplotipos representan eventos coalescentes, por lo que pueden
hacerse, a partir de la red de parsimonia y con base en los principios de coalescencia,
las siguientes predicciones (Clement et al., 2000): a) Los haplotipos que se presentan
con mayor frecuencia tienen una alta probabilidad de ser alelos ancestrales. b) Los
haplotipos que tienen multiples conexiones muy probablemente son ancestrales. c)
Dentro de la red, los haplotipos ancestrales son interiores y los haplotipos nuevos
tienen mayor probabilidad de ser periféricos (de punta). d) Se espera que los haplotipos
ancestrales tengan una amplia distribucién geogréfica (bédsicamente porque los
individuos que tienen esos haplotipos han tenido més tiempo para dispersarse). e) Los
haplotipos con una tnica conexidn estdn unidos a haplotipos de la misma poblacién
(dado que han evolucionado recientemente y por lo tanto sin tiempo suficiente para

diferenciarse).

ANALISIS DE CLADOS ANIDADOS

Ahora bien, en su forma bdsica los métodos filogeograficos superponen una hipétesis de
relaciones entre haplotipos a la distribucién geogréfica de los mismos y sobre esto se
desarrollan las interpretaciones de la historia del linaje estudiado. Sin embargo, en
muchos casos este método puede resultar subjetivo. Por esta razén se desarrollé un
método conocido como Andlisis de Clados Anidados (Templeton et al. 1995,
Templeton, 2004) que mediante la aleatorizacion de la informacién geografica y
filogenética pone a prueba estadisticamente la hip6tesis de no-asociacion geografica de
los haplotipos. Ademéds, segtin los proponentes del método (Templeton et al. 1995;
Templeton, 2004) los resultados del andlisis pueden ser sometidos a una clave de
inferencia (serie de preguntas verbales sobre los valores obtenidos del andlisis) para

proponer diferentes procesos histéricos (i.e. vicarianza, aislamiento por distancia)
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implicados en la distribucién geogrifica de los haplotipos. A pesar de su amplia
utilizacién, el Andlisis de Clados Anidados ha sido muy criticado especialmente por el
aparente exceso de falsos positivos que reporta en pruebas con simulaciones
computacionales (i.e., Petit, 2007; Knowles, 2008), pero existen réplicas a tales criticas
(Templeton, 2008).

Para poner a prueba hipdtesis sobre los procesos que determinan la distribucién
espacial de los haplotipos existen procedimientos basados en la teoria de coalescencia.
La teoria de coalescencia considera que toda la diversidad genética actual de un linaje
coalesce en un solo ancestro en comin o haplotipo en el pasado (Avise, 2000).
Considerando que las hembras de una poblacién producen hijas de acuerdo con una
distribucién de frecuencia particular, con media y varianza definida, es posible calcular
la probabilidad de extincién de una linea materna después de “n” generaciones (Avise,
2000) y del mismo modo se puede calcular la probabilidad de que los haplotipos
presentes en una poblacién coalescan n generaciones en el pasado a uno solo.

El tiempo de coalescencia de los haplotipos de una poblacién se relaciona
directamente con el tamafio histérico de la poblacién. Por esta razén los eventos
demograficos impactan el proceso de ramificacidn de los linajes y la distribucidn actual
de los haplotipos (Avise, 2000). La utilizacién de modelos basados en coalescencia
permite poner a prueba hipétesis particulares sobre la historia de los linajes al comparar
de forma estadistica el patrén de los datos observados con el patrén propuesto por el
modelo. Actualmente existen procedimientos que permiten estimar diferentes
parametros poblacionales (i.e. Kuhner, 2006) que unidos a cdlculos tradicionales de
genética de poblaciones (FST, AMOVA, mismatch distributions, etc) hacen posible
completar el entendimiento de la distribucién de la diversidad genética de las especies

en el espacio y en el tiempo (Kuhner, 2009).
ANALISIS MISMATCH

El andlisis mismatch se basa en el andlisis de las diferencias pareadas de las secuencias
y permite hacer inferencias de eventos demogréficos antiguos, debido a que los cambios
poblacionales tienden a dejar marcas reconocibles en los patrones de diversidad
nucleotidica (Rogers et al. 1992). La genealogia de una poblacién en crecimiento
constante o en equilibrio se espera que tenga ramas largas y profundas y las mutaciones
que ocurren en esas ramas pueden ser compartidas por diversos linajes que pueden

resultar en una distribucién irregular de las diferencias pareadas de las secuencias
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(distribuciéon bimodal). Por otro lado, la genealogia de una poblaciéon que ha tenido un
crecimiento sustancial tiene ramas largas terminales y las mutaciones que ocurren en
esas ramas podrian ser muchas, generalmente especificas a un linaje representado en
una distribucién unimodal. De esta manera las diferencias pareadas en las secuencias

contienen informacién acerca de la historia de la poblacién.
ESTRUCTURA GENETICA

La estructura genética de las poblaciones analiza la distribucién de la variacién genética
entre y dentro de las poblaciones e involucra la distribucién de los alelos o haplotipos
en el tiempo y el espacio. Esta estructura es el resultado de las fuerzas evolutivas que
han estado operando a lo largo de la historia de las poblaciones, como puede ser la
mutacion, la deriva génica, la seleccion natural y el flujo génico (Hartl y Clark, 1989).
Todas estas fuerzas pueden llevar a la diferenciacién genética de las poblaciones, sin
embargo es el flujo génico la que determina principalmente el grado de conectividad
genética, ya que si el flujo génico es alto tiende a homogenizar la variacién genética,
pero si es bajo es cuando las otras fuerzas que actdan en cada una de las poblaciones

por separado pueden llevar a la diferenciacién genética de estas (Hedrick, 2003)

La estructura genética de una poblacion y el establecimiento de linajes
evolutivamente independientes estidn fuertemente influenciados por el patrén de
intercambio genético entre y dentro de las poblaciones, es asi que el mecanismo por

el cual los genes migran es un factor determinante en la estructura genética.

En este estudio se emplearan diferentes algoritmos para determinar la estructura

genética, a continuacion menciono algunas técnicas de andlisis ampliamente utilizadas.
Diversidad haplotidica y nucleotidica

La probabilidad de que dos individuos tomados al azar en una poblacién pertenezcan a
linajes mitocondriales distintos se define como la diversidad haplotipica (). Es el
equivalente a la heterocigosidad esperada para datos diploides y estima la variabilidad
genética en términos del nimero de haplotipos presentes en la muestra y sus respectivas
frecuencias (Nei, 1987). La diversidad nucleotidica (1), es el nimero promedio de las
diferencias por posicién nucleotidica entre pares de haplotipos mitocondriales (Nei,

1987). La divergencia neta entre poblaciones (Da), se definide como el nimero neto de
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sustituciones nucleotidicas por sitio entre poblaciones (Nei, 1987) y el nimero

promedio de diferencias nucleotidicas entre poblaciones.

La forma de calcular la diversidad haplotipica (Hd) segin Nei (1987), se expresa

de la siguiente manera:

K
H=—"1 pfi
nl .
Donde:
n = tamafio de la muestra.
k = ntimero de haplotipos.

pi = frecuencia del haplotipo de la muestra

La diversidad haplotipica promedio dentro de las poblaciones se estima a partir

de la siguiente férmula:

s q

Hs:1 . Wk,' )(kl2

Donde:

s =nimero de subpoblaciones en que estd dividida una poblacién,
xki= frecuencia del i-ésimo alelo en la k-ésima subpoblacion

wk = dada por la relacion wk= 1/s.

En relacién con la diversidad nucleotidica segiin Nei (1979), se calcula con la

siguiente formula:

= XX

Ul

Donde:
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-\X _ frecuencia en la poblacién de la secuencia i de ADN analizada y

o= proporcién de nucledtidos diferentes i y j de las secuencias de ADN.
En una poblacién de apareamiento al azar, © es simplemente la heterocigosidad a nivel

de nucleétidos.
DIFERENCIACION GENETICA

El grado de diferenciacion genética interpoblacional (Fsr), es un pardmetro que
describe el grado de diferenciacion entre poblaciones, y se define como la correlacién
de los estados alélicos entre los genes muestreados de las poblaciones (Excoffier et al
1992), o como la correlacién de genes en diferentes individuos de la misma poblacién,
es decir co-ancestria (Weir y Cockerham, 1984). Una de las suposiciones es que la tasa
de mutacién es baja, al menos mucho mds baja que la tasa de migracién. Fgr toma
valores entre 0 (indica que no existe diferenciacién genética) y 1 (indica que existe
diferenciacion genética total) y describe la reduccidn total en la heterocigosidad de un
individuo con respecto a la poblacién total; los valores de las comparaciones por pares

de poblaciones son expresados en una matriz.

El pardmetro anterior solo describe la estructura genética de las poblaciones,
sin embargo no distingue entre los efectos histéricos de los procesos recurrentes
(Schaal et al., 1998). Por ejemplo en especies donde el flujo génico a lo largo de su
rango es restringido, serian los eventos histéricos como las expansiones,
fragmentaciones y cuellos de botella los determinantes mas fuertes en la estructura
sobre los procesos actuales y la similitud genética entre esas poblaciones se deberia a

ancestria comun, es decir a sus relaciones filogenéticas.

Analisis de Variacion Molecular

El andlisis de variacion molecular (AMOVA) toma en cuenta el nimero de mutaciones
entre los diferentes haplotipos. Divide la varianza total en componentes aditivos
organizados jerdrquicamente: dentro de las poblaciones, entre poblaciones dentro de
grupos y entre grupos. Los resultados del AMOVA permiten evaluar el grado de

significancia de la diferenciacién genética existentes entre los componentes.
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El total de la varianza molecular (%) se estima por la suma de los elementos de

. 2 . . .

covarianza, en donde representa las diferencias entre haplotipos dentro de una
. 2 . . . .

poblacién, , representa las diferencias entre haplotipos en poblaciones dentro de un

2 . . . J ,
grupo y  _ representa las diferencias entre poblaciones. Se utiliza un método de

permutacién no paramétrica para justificar si los indices estimados son significativos,
realizdndose la permutacién entre todas las agrupaciones posibles. Este proceso se
repite varias veces y después de cada permutacién los indices son nuevamente

estimados para construir una distribucion aleatorizada de 0.
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CAPITULO II

Modelos de nicho ecologico de la mosca florivora
Zygothrica sp. y de su hospedero Palicourea
padifolia en los bosque mesofilos de México.
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Introduccion

Los modelos de nicho ecolégico permiten determinar la distribucion geografica
potencial de una especie con base en sus requerimientos abidticos, o las condiciones
ecoldgicas que determinan las dreas de ocurrencia, por la tanto son usados para
desarrollar relaciones entre los valores ambientales y los datos de presencia, presencia-

ausencia y/o abundancia conocidos (i.e. actuales) de las especies (Graham, 2004)

Los modelos de nicho ecoldgico son mapas que representan la extension
territorial que es potencialmente adecuada para la existencia de una especie concreta, es
decir estos modelos reflejan un nicho climatico favorable para esa especie basdndose en
coordenadas geograficas (Richards, 2007). En afios recientes, los modelos de nicho
ecolégico han sido ampliamente utilizados y aplicados en disciplinas como ecologia,
biogeografia, filogeografia, genética del paisaje y biologia de la conservacion.
(Peterson, 2007). Particularmente su uso ha sido muy extensivo en &dreas como la
biogeografia, ya que el objetivo de los modelos de nicho es predecir las dreas de
distribucién geografica potencial de la especie de interés y asi hacer inferencias sobre
patrones biogeograficos (gradientes de riqueza, disyuncién) (Crisci, 2006).

Los modelos de nicho ecoldgico han sido de gran utilidad para crear mapas de
distribucién de sitios potencialmente adecuados para la existencia de una especie
concreta, cuantificar la abundancia y la riqueza de especies, la evaluacién y el manejo
de especies invasivas, ademds de evaluar los efectos del cambio climdtico (Peterson,
2001).

Entre los diferentes algoritmos para realizar modelos de nicho ecoldgico, se
encuentran BIOCLIM (Busby, 1991), GARP (Stockwell y Peters 1999) y MAXENT
(Philips, 2006). En este estudio utilizaremos GARP y MAXENT dos de los algoritmos
mas utilizados para la modelacién de nichos ecolégicos los cuales han demostrado un
buen desempefio y poder de predictibilidad.

GARP (Genetic Algorithm for Rule-Set Prediction, Stockwell y Peters, 1999).
es un algoritmo genético que crea un modelo de nicho ecoldgico para una especie que
representa las condiciones ambientales donde dicha especie seria capaz de mantener su
poblacién. Este algoritmo realiza una busqueda de asociaciones entre variables
ambientales y la ocurrencia conocida de las especies, contrastindolas con las

caracteristicas ambientales a lo largo de toda el drea de estudio. Es decir, se basa en
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informacion sobre las localidades de muestreo, con referencia geogréfica (longitud y
latitud). GARP trabaja iterativamente aplicando distintas reglas de modelado, generando
y evaluando en cada bucle de cilculo un modelo de distribucién binario distinto. Para
evaluar si una regla es incorporada o no al modelo de nicho se utilizan los cambios
(incremento) en la precision de prediccién de una iteracion a otra, con base en 1000
iteraciones o hasta que la adicién de nuevas reglas no pueda incrementar mds la
precision predictiva del modelo. Lo que hace GARP es escoger un subconjunto de
puntos al azar lo que equivale a particionar los datos (también se podrian incluir nuevos
puntos de muestreo o de verificacién). Una parte de los datos servird para hacer los
modelos (training data) y la otra servird para probarlos (testing data). Finalmente,
Desktop GARP da la opcién de obtener los mejores modelos con base en ciertos
umbrales de omisidn (sin prediccion en donde la especie se encuentra) y comisién

(predicciones en donde la especie no se encuentra).

El algoritmo de maxima entropia “MAXENT” (Steven, 2006), es un método de
inteligencia artificial que aplica el principio de médxima entropia (lo mds uniforme
posible) para calcular la distribucién geogrifica mds probable para una especie.
MAXENT estima la probabilidad de ocurrencia de la especie buscando la distribucién
de maxima entropia sujeta a la condicidon de que el valor esperado de cada variable
ambiental segin esta distribucién coincida con su media empirica. El resultado del
modelo expresa el valor de idoneidad del habitat para la especie como una funcién de
las variables ambientales. En ese sentido, un valor alto de la funcién de distribucion en
una celda determinada, indica que se presentan condiciones muy favorables para la
presencia de la especie. MAXENT puede utilizar variables cualitativas, otorgando a
cada valor de la variable un peso relativo al nimero total de puntos de presencia que
contiene, el programa proporciona las curvas de respuesta de la especie ante las distintas
variables ambientales y estima la importancia de cada variable en la distribucion de la

especie.

En este estudio se utiliz6 GARP y MAXENT para obtener el perfil bioclimético
de las poblaciones de la mosca florivora Zygothrica sp. y su hospedero Palicourea
padifolia en México. El objetivo fue modelar la distribuciéon geografica potencial (i. e.
pasada y presente) de las poblaciones de Zygothrica sp y Palicourea padifolia en los
bosques mesodfilos de México, con la finalidad de determinar las discontinuidades en la

distribucién del hospedero P. padifolia que pudieran predecir patrones de diferenciacién
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genética en Zygothrica sp. En esta interaccion antagonista donde el pardsito presenta
especializacion hacia su hospedero, se esperaria que el florivoro tenga la misma drea de
distribucién y que ademds estén actuando las mismas barreras geogréficas, asi como
procesos ecoldgicos similares a los que han moldeado la distribucién de su hospedero P.

Padifolia
Materiales y Métodos

Especies de estudio.

Palicourea padifolia (Roem. and Schult.) C. M. Taylor y Lorence (Rubiaceae) es un
arbusto de vida larga de entre 2-7 m (Ree, 1997). Es una especie diestilica (Hernandez y
Ornelas, 2003), con completa incompatibilidad intramorfo (Contreras y Ornelas, 1999).
Los individuos de P. padifolia presentan entre 30-80 inflorescencias, cada una con entre
80 y 90 botones florales amarillos que maduran asincrénicamente durante todo el
periodo de floracion que se extiende desde mediados de marzo hasta agosto (Contreras
y Ornelas, 1999; Ornelas et al., 2004b). Existen diversas diferencias entre morfos
florales basados en rasgos cominmente asociados con la diestilia (Contreras y Ornelas,
1999; Ornelas et al., 2004a, Gonzalez et al. 2005). Las flores duran abiertas un dia,
miden aproximadamente 1.5 cm de longitud, la corola tubular es estrecha de
aproximadamente 2.5 mm y son mds largas en las plantas de estilo corto (de aqui en
adelante EC), con respectos a las de estilo largo (de aqui en adelante EL; Contreras y
Ornelas, 1999). Las flores de EC producen mds néctar (0.73ul/h/flor, 15.7% azlcar),
que las flores de EL (0.59 pl/h/flor, 17.5% aztcar; Ornelas, 2004b). El polimorfismo
diestilico en P. padifolia esta también caracterizado por un marcado dimorfismo en el
tamafio y ndmero de granos de polen, asi como en el tamafio y forma del estigma. Las
anteras de las flores EL tienen aproximadamente 1.3 mds granos de polen que es 6.5
veces mds pequefio que las flores EC (Ornelas et al., 2004a). El estigma de ambos
morfos es bilobulado, pero los l6bulos de las plantas EC son aproximadamente 2.5
veces mas largos que en las flores EL (Ornelas et al., 2004a). Las flores de ambos
morfos son visitadas por colibries, pequefias abejas, abejorros y mariposas. Los
colibries (82% de las visitas florales por planta) transfieren polen mas efectivamente de
las flores EL hacia las flores EC, y la recepcidn natural de polen resulta en una mezcla
de cargas de polen compuesta por mas polen legitimo en estigmas de las flores EC que

en las flores EL (Ornelas, 2004a). El desarrollo de los frutos generalmente empieza en
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mayo pero una maduracion asincronica puede empezar en agosto y extenderse hasta
octubre (Ornelas et al., 2004b). Los frutos maduros con tipicamente dos semillas son

consumidos y presumiblemente dispersados por aves.
Distribucion

Palicourea padifolia ocurre a elevaciones medias de los bosques mesdfilos desde el
sureste de México a Panamd (Taylor, 1989) (Fig. 1). De acuerdo al sistema de
clasificacion de la vegetacion de México propuesto por Rzedowski en 1978, el bosque
meso6filo de montafia (BMM) es un tipo de vegetacion de zonas montafiosas, en donde
prevalece un clima fresco y altos niveles de humedad. El BMM generalmente se
desarrolla en altitudes de 600 a 2,700 m en zonas de transicién entre la tierra caliente y
la templada, en donde la precipitacion anual varia de 1,000 a 3,000 msnm, y la

temperatura promedio anual fluctia entre los 12 y 23°C.

En México, el BMM ocupa entre 0.5 y 1 % del territorio nacional, y se
encuentra distribuido principalmente en la Sierra Madre Oriental, desde el sur de
Tamaulipas hasta el norte de Oaxaca, y en algunas dreas del Macizo Central y la Sierra
Madre de Chiapas. En la vertiente del Pacifico, la distribucion de este tipo de vegetacion
es limitada y fragmentada, encontrdndose solo en pequefios manchones de la Sierra
Madre Occidental, y en algunas areas de la Sierra Sur de Guerrero y Oaxaca

(Rzedowski, 1978)

orNe—X 3 N\ Distribucion
{ \-,\ X Palicourea padifolia
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Figura 1. Distribucion actual de Palicourea padifolia en la Reptblica Mexicana. Los puntos muestra la
distribucién conocida.

Género Zygothrica.

Zygothrica  junto  con los  géneros  Hirtodrosophila, =~ Mycodrosophila,
Paramycodrosophila y Paraliodrosophila, forman un grupo monofilético (Grimaldi,
1990; De Salle & Grimaldi, 1991), descrito en 1830 por Wiedemann (1770-1840). Las
especies de este género ocurren en la ecozona neotropical e Indo pacifico, sus
hospederos de oviposiciéon son predominantemente flores de diferentes especies de
plantas, generalmente se encuentran en pequefios enjambres, predominan en flores
voluminosas y carnosas, donde las larvas se alimentan de los tejidos reproductivos,
principalmente el estilo, pétalos y bracteas. Actualmente se han reportado diez familias
de las angiospermas que sirven como principal alimento de Zygothrica, pero
regularmente se encuentran asociadas a una sola especie o a un género de planta.
Habitualmente se les encuentra peleando, cortejando o alimentdndose sobre diferentes
especies de hongos macroscopicos, son especies de dmbitos hogarefios reducidos, que
rara vez se encuentran lejos de su hospedero, ademds de que las especies de este género
son altamente especificas a su hospedero (Grimaldi, 1987). En relacién a sus
caracteristicas morfoldgicas, el género se caracteriza por presentar carinas faciales
prominentes y afiladas, por tener el margen oral mediamente hendido, y una probdscide
esclerotizada con una juntura aguda entre el mentén y submentdn, asi como un
ovipositor esclerotizado, elongado, lo que estd asociado al hédbito de ovipositar en
botones florales. El género Zygothrica esta dividido en cinco secciones (Grimaldi,

1987).
Modelaje de nicho.

Para obtener los modelos de nicho ecoldgico se utilizaron reportes de ocurrencia de las
poblaciones de P. padifolia, tomados del portal del GBIF (Global Biodiversity

Information Facility, http://www.gbif.org/). Se obtuvieron 137 puntos de presencia

para la especie, correspondientes a 4 reportes en Puebla, 7 en Hidalgo, 36 en Veracruz,
44 en Oaxaca y 46 en Chiapas. Cabe resaltar que P. padifolia ocurre a elevaciones
medias de los bosques mesdfilos desde el sureste de México a Panama (Taylor, 1989),
sin embargo en este estudio solo se utilizaron los puntos de ocurrencia en la Republica

Mexicana, ya que es el area de distribucién de interés del presente proyecto.
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Por otra parte, no se encontraron registros de Zygothrica sp. en la base de datos
del GBIF. Por lo tanto para esta especie utilizamos los datos de los sitios en los que

realizamos la colecta de muestras de Zygothrica sp. para el capitulo 3 (Tabla 1).

Tabla 1. Sitios de colecta de las poblaciones de Zygothrica sp. mostrando sus coordenadas de cada
poblacién (LAT/LONG).

. . Altitud Tipo de Vegetacion
Localidad Estado | Latitud (N) | Longitud (O) P g
(msnm)
Apulco Puebla 19°55°15” 97°06°24” 1407 Bosque Mesdfilo
. 0 0 Bosque Mesdéfilo
Apantlazol Hidalgo | 20 59’05 98°37°38> 1050 q
(fragmento)
Santiago o o Bosque Mesofilo
80 Oaxaca | 16 44°54” 95 2724 1127 a
Lachiuguiri
Banderilla Veracruz | 19735718 95°57°07”’ 1601 Bosque Mesoéfilo
Briones Veracruz | 19°30°28” 965736 1319 Bosque Meséfilo
Huatusco Veracruz | 19°09°58” 96°58°07” 1382 Bosque Meséfilo
Xalapa Veracruz | 1930’47 | 96°56°28" 1359 Bosque Mesdfilo
. . 0 N Bosque Mesdéfilo
Motozintla Chiapas 1521°29.8 | 92'14°43.8” 1338
(fragmento)
Montebello Chiapas 16°07°42” 91°43°39.5” 1487 Bosque Mesoéfilo

Por otro lado, MAXENT y GARP trabajan con variables biocliméticas. En este
proyecto utilice las 19 variables bioclimdticas biolégicamente mds significativas para
definir la tolerancia eco-fisiolégica de una especie (Graham y Hijmans, 2006; ver
Apéndice 1). Estas variables bioclimaticas se obtuvieron de la base de datos de

WorldClim (Hijmans, 2005; http://www.worldclim.org/bioclim.htm). Dentro de la base

de datos de WorldClim, hay variables bioclimaticas derivadas de la temperatura
mensual y valores de precipitacion para generar las variables mds significativas
biolégicamente, que a menudo se utilizan en los modelos de nicho ecoldgico. Las
variables bioclimdticas representan las tendencias anuales (e.g. la temperatura media
anual, la precipitacién anual), la estacionalidad ( e.g. el rango anual de temperatura y

precipitacion) y la extrema o la limitacién de los factores ambientales (e.g. temperatura
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del mes mas cdlido y mas frio y la precipitacion de los trimestres mas hiumedo y mas

Seco).

En este estudio se obtuvieron modelos de distribucién potencial de P. padifolia y
Zygothrica sp. para el dltimo intergracial (LIG; ~120 — 140 ka), el dltimo maximo
glacial (LGM; ~21 ka) y para el presente (Otto-Bliesner, 2006) mediante MAXENT
(Phillips, 2006) y GARP. Cabe mencionar, que los modelos bioclimdticos de la
distribucién potencial presente constan de un promedio de la informacién climética del
afio 1950 al 2000, mientras que para el LGM (Last Glacial Maximum ~21 ka)
(Braconnot, 2007) se utilizaron los modelos MIROC (Model for Interdisciplinary
Research on Climate) y CCSM (Community Climate System Model).

Para el caso de GARP, la omision que se utilice para modelar la distribucion de
las dos especies es del 10% (Anderson et al., 2003). Se generaron 100 modelos para
cada especie y se seleccionaron los mejores que cubrieron las siguientes condiciones: A)
los 10 modelos en los que los errores de omision (es decir, predecir ausencia de la
especie, cuando en realidad estd presente) fueron minimos, B) de esos 100 modelos, se
seleccionaron 10 modelos que estuvieran mds cercanos a la mediana del porcentaje del
area predicha con respecto al total del drea de estudio, los cuales se sumaron mediante
un proceso conocido como "algebra de mapas”, a través de una funcién que combina los
valores de cada matriz raster, para obtener un mapa de consenso de distribucion
potencial actual. Es decir, el mapa final tiene valores de 0 a 10, en donde los valores de
0 son 4dreas en donde todos los modelos coinciden en que la especie estd ausente, 10
significa que todos los modelos predicen la presencia de la especie, 5 indica que la
mitad de los modelos predijeron la presencia de la especie en esas areas. La prediccidon
final se proyectd en un mapa digital (grid) y se interpreta como la distribucién potencial
de la especie. Para realizar la suma de los mapas de distribucién potencial de cada una
de las seleccionadas (dlgebra de mapas) se utiliz6 la herramienta Raster Calculator de

Spatial Analyst.

En relacién con MAXENT, los puntos de validacién fueron utilizados para
evaluar la exactitud del modelo utilizando el 4rea bajo la curva (AUC) de la curva ROC
(andlisis de sensibilidad y especificidad; Phillips, 2006). E1 AUC mide la capacidad del
modelo de discriminar entre sitios donde la especie estd presente, versus donde estd

ausente (Hanley y McNeil 1983). El AUC fluctia entre O y 1, en donde un valor de 1
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indica discriminacién perfecta, un valor de 0,5 implica que la discriminacién predictiva
entre sitios no es mejor que una seleccion al azar, y un valor menor a 0,5 indica un

desempefio inferior que el azar.

Un punto importante en el uso de MAXENT es que en especies con sesgos en su
colecta o con muy pocos registros, como es caso de Zygothrica sp. este algoritmo
presenta valores bajos de comision (predicciones en donde la especie no se encuentra) y
altos niveles de omisién (sin predicciéon en donde la especie se encuentra). Por otro
lado, con el fin de estimar cuales son las variables mds importantes en el modelo, se

realizo el analisis de Jackknife de las 19 variables utilizadas.

La razén de utilizar los dos algoritmos es para disminuir los sesgos
metodoldgicos y obtener proyecciones mds robustas. En este estudio se obtuvieron
buenos modelos para el escenario actual y las proyecciones del pasado, ambos

algoritmos coincidieron en gran medida.

Resultados

Se obtuvieron altos valores de AUC en todos los modelos realizados con el programa
MAXENT para ambas especies, lo que sugiere un adecuado nivel de confiabilidad

(Tabla 2).

Tabla 2. Valores de AUC, para los distintos escenarios d¢ MAXENT utilizados para la mosca florivora
Zygothrica sp. y Palicourea padifolia.

Especie Escenario Analisis de sensibilidad y
especificidad (AUC)
P. padifolia Presente (promedio de la informacion climatica del afio 1950 al 2000) 0.956
P. padifolia Ultimo méximo glacial ( LGM;Last Glacial Maximum ~21 ka) 0.967
utilizando el modelo MIROC (Model for Interdisciplinary Research
’ on Climate)
P. padifolia Ultimo médximo glacial ( LGM;Last Glacial Maximum ~21 ka) 0.848

utilizando el modelo CCSM3 (Community Climate System Model).

P. padifolia Ultimo intergracial (LIG; ~120 — 140 ka. 0.988
Zygothrica sp. Presente (promedio de la informacién climdtica del afio 1950 al 2000) 0.992
Zygothrica sp. Ultimo maximo glacial (LGM; Last Glacial Maximum ~21 ka) 0.996

utilizando el modelo MIROC (Model for Interdisciplinary Research
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on Climate).

Zygothrica sp. Ultimo médximo glacial (LGM; Last Glacial Maximum ~21 ka) 0.879
utilizando el modelo CCSM3 (Community Climate System Model).

Zygothrica sp. Ultimo intergracial (LIG; ~120 — 140 ka). 0.989

Por otro lado, con el fin de estimar cuales son las variables mds importantes en
los modelos de nicho ecolégico realizados con MAXENT, se realiz6 el andlisis de
jackknife de las 19 variables utilizadas. Las mas importantes para todos los modelos
fueron la oscilacién anual de temperatura (cociente entre la temperatura maxima del
mes mds cdlido y la temperatura media del mes mas frio), seguida de la estacionalidad

de la temperatura.

Los modelos obtenidos mediante GARP y MAXENT para ambas especies y los

distintos escenarios se muestran en las Figuras 2, 3, 4y 5.

Distribucion LIG

Palicourea padifolia

Zygothrica sp

Figura 2. Modelos de nicho ecoldgico para la mosca florivora Zygothrica sp. y para su hospedero
Palicourea padifolia. Mostrando la distribucién potencial (drea sombreada) para ambas especies en
Meéxico, los mapas muestran el escenario para el ultimo interglacial (LIG; ~120 — 140 ka).
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Distribuciéon LGM (MIROC)
GARP MAXENT

Palicourea padifolia

Zygothrica sp

il

Figura 3. Modelos de nicho ecoldgico para la mosca florivora Zygothrica sp. y para su hospedero
Palicourea padifolia. Mostrando la distribucién potencial (4rea sombreada) para ambas especies en
Meéxico, los mapas muestran el escenario para el dltimo maximo glacial (LGM;Last Glacial Maximum
~21 ka) utilizando el modelo MIROC (Model for Interdisciplinary Research on Climate).
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Distribucién LGM (CCSM3)
GARP MAXENT

Palicourea padifolia

Zygothrica sp

Figura 4. Modelos de nicho ecoldgico para la mosca florivora Zygothrica sp. y para su hospedero
Palicourea padifolia. Mostrando la distribucién potencial (drea sombreada) para ambas especies en
México, los mapas muestran el escenario para el tltimo maximo glacial (LGM;Last Glacial Maximum
~21 ka) utilizando el modelo CCSM3 (Community Climate System Model).
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Distribucién actual
GARP MAXENT

Palicourea padifolia

Zygothrica sp

Figura 5. Modelos de nicho ecoldgico para la mosca florivora Zygothrica sp. y para su hospedero
Palicourea padifolia. Mostrando la distribucién conocida (estrellas y cruces) y potencial (4rea
sombreada) de ambas especies en México.
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Discusion

En este estudios se generaron modelos que predicen las zonas de mayor riqueza
potencial de Zygothrica sp. y P.padifolia, con mapas correspondientes a los escenarios
del ultimo interglacial (LIG) y el ultimo méaximo glacial (LGM) y para el presente.
Nuestros resultados muestran que la distribucién potencial de la mosca florivora
corresponde en su mayorfa con la distribucién de su hospedero P. padifolia en los
bosques mesoéfilo de México. Los modelos generados con ambos algoritmos partir de la
informacién recabada en la base de datos y en campo sobre la presencia de Zygothrica
sp. y P.padifolia, reflejan de manera precisa a la distribuciéon que actualmente muestran
las especies, debido a que los puntos de la distribucidon conocida coinciden con en el

area de la distribucion potencial.

El algoritmo de modelacién més adecuado es aquel con la menor cantidad de
sobrepredicciones (Anderson, 2003). Para las bases de datos con que se trabajé, GARP
y MAXENT cumplieron con ese requisito, con excepcion del escenario para el dltimo
maximo glacial utilizando el modelo CCSM3, pues los mapas generados con este
modelo sobrestimaron el drea de distribucion potencial de las especies, y no son
congruentes con ninguno de los demads escenarios. Por lo tanto para el dltimo méximo
glacial se consider6 mas adecuado el modelo MIROC (Model for Interdisciplinary

Research on Climate).

En el modelo generado con MAXENT, al analizar las variables ambientales que
influyen en la presencia de Zygothrica sp. y de P. palicourea, el andlisis jackknife
mostré que para ambas especies fue principalmente la oscilacién anual de temperatura
(cociente entre temperatura mixima del mes mas célido y temperatura media del mes
mas frio), seguida de la estacionalidad de la temperatura. El papel de estas variables se
asocia a las caracteristicas ambientales del bosque meséfilo de montafia, el cdal se
desarrolla generalmente en sitios con clima templado y hiimedo, de hecho mas himedo
que los bosques de pino o encino, y sus temperaturas son bajas, llegando incluso a los
0° C. Su época de lluvias dura de 8 a 12 meses y la precipitacion anual va de los 1500 a

los 3000 mm (Rzedowski, 1978)
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Al considerar su distribucién histdrica, los escenarios de distribucidon potencial
para las poblaciones de Zygothrica sp. y P. palicourea muestran una importante
expansion entre el dltimo interglacial hace 140 ka y hasta el dltimo miximo glacial hace
21 ka. Sin embargo, a partir de este periodo y hasta el presente los modelos sugieren
una contracciéon en las dreas ocupadas por ambas especies. Una reduccidén tan
substancial podria estar ligada a los cambios en el clima, pues en el caso del bosque
mesodfilo de montafia en México se propone que fragmentos extensos de bosque
mesoéfilo divergieron y se aislaron secuencialmente de un bosque ancestral continuo
(Luna y Alcéantara, 2001). Este aislamiento se ha relacionado con la contraccién de los
bosques mesdfilo de montafia y de pino-encino que también estuvieron influenciados
por los cambios climéticos. El ciclo de colonizacién y aislamiento pudo haber ocurrido
varias veces durante el Pleistoceno, y haber contribuido a la compleja historia

biogeografica de la region (Toledo, 1982).

La separaciones entre las poblaciones del bosque meséfilo de Mesoamérica
también han sido relacionadas con la presencia de barreras geogréficas. Una de las
principales barreras para las especies montanas es el Istmo de Tehuantepec (Sanchez,
2007). El Istmo de Tehuantepec se reconoce como una zona de alta complejidad
biogeografica (Ferrusquia-Villafranca, 1993), donde hubo varios eventos tectdnicos,
fluctuaciones en el nivel del mar y un levantamiento continental que unié a México con
América Central durante el Plioceno-Pleistoceno. El Istmo de Tehuantepec es
considerado como una barrera geogrifica ya que durante mucho tiempo estuvo
sumergido bajo el agua, y aun al emerger (durante el Plioceno) (Perry, 1991), debido a
su baja elevacidn, los habitats ecoldgicos que presentan son distintos a los de las

elevaciones que separa (Marshall y Liebherr, 2000).

En este sentido nuestros modelos de nicho ecoldgico sugieren la separacién de
las poblaciones tanto de Zygothrica sp. como de P. padifolia por el Istmo de
Tehuantepec. Ademds, ambas especies posiblemente han tenido una historia
intermitente de aislamiento, con separaciones previas al LIG y aislamiento reciente
posterior al LGM hasta el presente. Lo anterior concuerda con el estudio de estructura
filogeografica de P. padifolia donde se resalta el papel del Itsmo de Tehuantepec como
una barrera geogréfica ante la dispersion de los individuos y genes de las poblaciones de

P. padifolia en México.
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Por lo que ante los escenarios propuestos por nuestros modelos y ante lo estricto
de la relacién Zygothrica-Palicourea los resultados de los modelos y los datos
filogeogréficos de P. padifolia reforzarian la prediccidn respecto a la estructura genética
de las poblaciones de la mosca Zygothrica sp. seria congruente con lo reportada para su

hospedero especifico P. padifolia (Gutiérrez-Rodriguez et al. 2011).
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CAPITULO III

Filogeografia de la mosca florivora Zygothrica sp.
(Diptera: Drosophilidae) en relacion con la estructura
poblacional de su hospedero Palicourea padifolia
(Rubiaceae) en México.
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Introduccion

La filogeografia infiere los factores que determinan los niveles de diversidad genética,
tomando en cuenta aspectos ecoldgicos, histéricos y de distribucién en el espacio
geogrifico. Esta disciplina es el resultado de la unién del estudio de procesos
microevolutivos y macroevolutivos (Avise, 2004). De manera que podemos conocer la
distribucién de los genes en el tiempo y en el espacio, ademas de evaluar procesos como
flujo génico, cuellos de botella, hibridacion, expansiéon demografica, estimar tiempos de
divergencia, eventos de vicarianza, disyuncion, especiacién, migracién y dispersion en
un contexto histdrico (i. e. geoldgico e historico) (Vazquez-Dominguez, 2009; Avise,
1987). El flujo de genes interpoblacional, es una de las fuerzas determinantes del grado
de conectividad entre poblaciones; ésta fuerza evolutiva estd en funcién del entorno

ambiental histdrico y actual de las poblaciones de una especie.

Los estudios filogeograficos se basan en la Teoria de Coalescencia (Lanteri &
Confalonieri, 2003), la cual sugiere que los linajes maternos contemporineos cuando se
retraen en el tiempo coalescen o se fusionan en un ancestro comtn. La teoria de
coalescencia propone: a) todos los miembros de una genealogia estdn unidos; b) hay
bosques de genes en una poblacién o en una especie; c) la genealogia y la demografia
histérica estdan entrelazadas; d) las poblaciones espacialmente estructuradas estdn
ligadas genealdgicamente; e) la concordancia genealdgica es evidencia de filogeografia

(Avise, 2009).

La filogeografia utiliza como herramienta marcadores citopldsmicos, como el
ADNmt y el ADN de cloroplasto (ADNcp), heredados por via materna, lo que permite
detectar linajes matrilineales. Ademads, no estdn sujetos a recombinacion, y constituyen
linajes jerdrquicamente anidados (Irwin, 2002). Otra caracteristica importante por la
cual se utiliza este marcador es que su tamafo efectivo poblacional es de un cuarto
respecto al del genoma nuclear (Riddle, 2000), lo cual permite que se pueda trabajar
con nimeros de muestras relativamente pequefios. Otro punto importante del ADNmt es
que presenta una tasa de mutacién relativamente alta, ademis de que acumula
variabilidad de manera rdpida en ausencia de flujo génico, por lo que los estudios
filogeograficos que utilizan marcadores moleculares, ofrecen una mayor resolucién de

los patrones intra-especificos de la variacién geografica.
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Por el gran efecto que las interacciones bidticas tienen sobre los procesos
demograficos y genealdgicos tanto en plantas como en animales, son particularmente
interesantes los estudios de filogeografia comparada, los cuales tienen por objeto
analizar las relaciones filogenéticas de los haplotipos citopldsmicos de especies co-
distribuidas, con el objeto de establecer patrones en comun. Si varias especies co-
distribuidas estdn estructuradas filogeogrificamente de modo similar, se puede
interpretar que reflejan o comparten una historia comin y que han sido afectadas por
factores evolutivos y/o ecoldgicos similares. Es decir, la filogeografia comparada
estudia los efectos de la historia y la biogeografia en la distribucién de la variacién
genética de varias especies de una comunidad. La resolucién de este tipo de estudios es
mayor, puesto que permite evaluar las asociaciones entre procesos poblacionales de
diferentes taxa que han evolucionado de manera independiente, pero en los que los
patrones regionales filogenéticos y geograficos son concordantes, lo que se considera
como evidencia de la influencia de factores ecoldgicos y/o evolutivos similares en la
estructura y la distribucion actual de las especies (Kholodova, 2009).

El anélisis filogeografico brinda una herramienta para realizar estudios destinados
a determinar la distribucién original o ancestral de las especies, asi como sus principales
vias de dispersion; el grado de estructuracién poblacional que ellas presentan; y el tipo
de especiacion (simpétrica o multiple divergencia alopéatrica). Ademas, la filogeografia
comparada permite ponderar la influencia de la dispersiéon y la vicarianza en la
evolucién de especies co-distribuidas e identificar dreas de concentraciéon de la
diversidad genética, candidatas a ser elegidas como prioritarias para su conservacion

(Confalonieri, 1998, 2003; Avise, 2000; Lanteri & Confalonieri, 2003).
Interaccion antagonista Palicourea-Zygothrica

Las moscas de la especie Zygothrica sp. (Drosophilidae) (Grimaldi, comunicacion
personal), parasitan flores de P. padifolia (Contreras y Ornelas, 1999). Las hembras de
la mosca introducen el ovipositor a través de la corola cuando las flores atn son
pequefios botones en el segundo estadio de desarrollo (5 < 7.5 mm), y tipicamente
depositan un solo huevo por botén floral. Una pequefia marca rojiza por fuera del bot6én
revela la ubicacién de una oviposiciéon reciente. La larva eclosiona y se alimenta
enteramente del polen de las anteras inmaduras conforme el botén se desarrolla. El
tejido de la corola puede ser parcialmente consumido o colateralmente dafiado (debido a

que las anteras estdn insertas en el tubo de la corola, la cual se torna obscura en caso de
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haber sido dafiada), y menos comunmente también puede ser danado el estilo o estigma
en desarrollo u otros tejidos florales. Después de aproximadamente tres semanas, y justo
antes de la antesis, el botén completamente desarrollado pero esterilizado en su funcién
masculina (i. e., sin polen), y también potencialmente en su funcién femenina,
tipicamente cae al suelo con la larva en el interior. Presumiblemente la larva pupa en el
suelo y la mosca adulta emerge de la pupa después de unas semanas (Mendoza- Cuenca

et al., en prep.).

Las hembras de Zygothrica sp. pueden atacar hasta el 84% de los botones
florales de una poblaciéon de P. padifolia (Mendoza-Cuenca et al., en prep). Sin
embargo, acorde con las predicciones de la teorfa de defensa 6ptima, la variacion en los
niveles de florivoria entre poblaciones de P. padifolia resulta en una asignacion
diferencial en los niveles de defensa quimica de las flores, incrementando los niveles de
defensa floral en las poblaciones con mayor incidencia de florivoria. Sin embargo, la
variacion en los niveles de ataque, asi como la presencia-ausencia de poblaciones de
Zygothrica sp. a lo largo de la distribucién de las poblaciones de P. padifolia, es el
resultado de mecanismos de resistencia, defensa y en algunos casos a la tolerancia a la

mosca florivora (Mendoza- Cuenca et al ., en prep).

Por la alta especificidad de las interacciones que presentan las moscas del género
Zygothrica, esperamos que estructura genética y filogeografica de Zygothrica sp. sea

congruente con las de su hospedero Palicuourea padifolia.
Objetivo General

Estudiar la filogeografia de la mosca florivora Zygothrica sp. y evaluar si existe
congruencia con los patrones de distribucién geografica y estructura genética de su
hospedero especifico Palicourea padifolia (Rubiaceae) a los largo de su distribucién en

los bosques mesofilos de México.
Objetivos Particulares

1) Estimar los niveles de variacion genética en las poblaciones de Zygothrica sp. con

base en ADN mitocondrial.

2) Conocer la estructura genética y los niveles de flujo génico de Zygothrica sp. a escala

de su distribucion geografica con base en el ADN mitocondrial.
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3) Determinar las distancias genéticas entre cada una de las poblaciones de Zygotricha

sp., asi como si existe una correlacion entre distancia genética y geografica.

4) Comparar los patrones filogeograficos de Zygotricha sp. con los de su hospedero

especifico P. padifolia y determinar si estan correlacionados.

MATERIALES Y METODOS

Métodos de campo

Se visitaron todas las localidades en las que se distribuye P. padifolia en los bosques

mesoéfilos de México (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011 ). En cada localidad se hizo una

revision exhaustiva en los botones de ambos morfos florales de P. padifolia buscando

evidencias de parasitismo por Zygothrica sp. Se encontraron evidencias de florivoria

Unicamente en 9 poblaciones que comprenden todos los estados de la distribucién

reportada para su hospedero (Tabla 1). En cada poblacién, se colectaron al azar 10-15

inflorescencias de 10 individuos de cada morfo floral. Se reviso individualmente cada

botén floral y en caso de presentar larva de Zygothrica sp. esta se extrajo del boton y se

coloc6 en etanol al 100% y se almacend posteriormente en un ultracongelador (a -80

"C). En total se obtuvieron 124 larvas de Zygothrica sp.

Tabla 1. Poblaciones y nimero de ejemplares colectados de Zygothrica sp.

Localidad Estado Latitud (N) Longitud (W) Muestras
Apulco Puebla 19°55°15” 97°06724” 13
Apantlazol Hidalgo 20°59°05 98°37°38” 4
Santiago Lachiuguiri | Oaxaca 16°44°54” 95°27°24” 1
Banderilla Veracruz 19°35°18> 95°57°07> 2
Briones Veracruz 19°30°28” 96°57°36 49
Huatusco Veracruz 19°09°58”° 96°58°07" 2
Xalapa Veracruz 19°30°47>° 96°56°28 22
Motozintla Chiapas 15°19°42>° 92°16°50” 14
Montebello Chiapas 16°07°07> 91°43°39” 17

60




Métodos de laboratorio

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de las larvas colectadas y congeladas a -72°C, segtn el protocolo de
extraccion de QIAamp DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini Kit Hand book,
con modificaciones menores. El ADN gendmico total aislado se visualiz6 en geles de
agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio y luz ultravioleta en el equipo
Multiimager tmLight (Alpha Innotec Corporation). Cada muestra de ADN se almacen6

a -20°C para las reacciones subsecuentes.
Amplificacion de las regiones del ADNmt mediante PCR

Las pruebas de amplificacién por PCR se realizaron en reacciones de 15 pL de volumen
final. Cada reacci6n se prepar6 con 7.4 uL. de H,O, 0.5 uL de primer forward (Cyt B,
296.95 picomol/uL), 0.5 uL de primer reverse (Cyt B, 302.84 picomol/uL), 2 uLL Taq
polymerasa (Pharmacia, 5 unidades /uL), 0.5 uL de BSA, 3.6 pL de solucién maestra y
0.5 uL de ADN. Mientras que la reaccién para el gen de COI consistié en 7.4 uL de
H,0, 0.5 pL de primer forward (COI, 283.78 picomol/uL), 0.5 uL de primer reverse (
COl, 298.55 picomol/uL), 2 uLL Taq polymerasa (Pharmacia, 5 unidades /uL), 0.5 uL
de BSA, 3.6 uL de solucion maestra y 0.5 pL. de ADN. Se realizaron varias pruebas con
las combinaciones posibles de temperaturas de alineacién que variaron entre los 40°C y
60°C, que permitieron establecer las condiciones idoneas para la amplificacion de los
fragmentos de ADNmt. La amplificaciéon de COI consistié en 5 min a 95°C para la
desnaturalizacién del ADN, y posteriormente 35 ciclos de 1 min a 95° C, 1 min a
45.8°C para la alineacion, y polimerizacién a 72°C por 1.5 min. Finalmente, un paso de
extension a 72° C por 10 min. Las condiciones para la amplificaciéon de Cyt B fueron
las mismas, excepto por la temperatura de alineacion, que fue de 58.1 °C. Los primers
usados en las reacciones de amplificacion se muestran en la Tabla 2. Los
oligonucledtidos utilizados para el gen de Cyt B fueron disefiados a partir de una
secuencia de 488 pb correspondiente al género Zygothrica, obtenida en el gen bank

con numero de acceso EU494296.

Tabla 2. Secuencia de los primers usados para la amplificacion de las muestras de Zygothrica sp.

Clave Tamaiio Secuencia
OLIGO PB
Cytb F 26 5> TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 3’
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R 26 5> ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 3’
CO1 F 23 5> TCWACMAATCATAAARATATTGG 3’
R 26 5> CCTATTGAWARAACATARTGAAAATG ¥’

Los productos de la amplificacién del PCR se visualizaron con luz ultravioleta en
geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio, en el equipo Multiimager
tmLight Cabinet (Alpha Innotec Corporation). Al obtenerse bandas unicas en la
amplificacion, las reacciones de PCR fueron purificadas directamente siguiendo las

especificaciones del PCR Purification Kit (QIAGEN).
Secuenciacion

Las reacciones de PCR para secuenciacion se realizaron con el kit comercial BigDye3.0
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones de la compafifa y usando las
siguientes cantidades cada uno de los reactivos 2 pL Pro Mix, 1 uL de primer, 6 uL de
buffer, 10 uL de agua y 1 puL de la reacciéon de PCR. El programa de secuenciacién
constd de 40 ciclos, cada uno con un paso de desnaturalizacién a 94 °C por 10 s, un
paso de alineamiento a 50°C por 15 s y un paso de polimerizacién a 60 °C por 4 min.
Las reacciones de secuenciacién se prepararon para su lectura en el secuenciador
mediante purificacion en columnas de Sephadex y posteriormente agregando 10 pL de
HIDI en una placa de secuenciacion. La lectura de las reacciones de secuenciacion se

realiz6 en un secuenciador automatico ABI 377 o ABI 3700 (Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas y sus electroferogramas fueron revisadas visualmente
y corregidas manualmente usando el software Sequencher 5.0. Se utilizé el banco de
datos NCBI y el programa BLAST (Zhang et al., 2003) para comparar las secuencias
obtenidas. Asi mismo, se consultd la base de datos en Gen Bank y se revisé la
existencia de secuencias de la misma especie de las que se obtuvieron los marcadores en

el presente trabajo.

Andlisis de datos. Se realizaron andlisis filogenéticos de las secuencias con el programa
MrBayes 3.2. (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), con la finalidad de determinar como los
haplotipos estdn relacionados entre si. Se construyeron dos arboles filogenéticos, uno
para cada una de las dos regiones del ADNmt analizadas. El grupo externo para el arbol
del gen Cyt b se establecié con dos secuencias una de Zygothrica sp. y la otra de

Drosophila hypercephala, obtenidas en Genbank (EU494296, HQ232354), mientras
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que para la COI los grupos externos fueron Drosophila Iluguensis y Drosophila
hypercephala obtenidas en la base de datos del Genbank (EF216247, HQ232352) las
secuencias fueron utilizadas como grupo de referencia en la reconstruccion filogenética.
Posteriormente se corrieron 3 cadenas independientes, cada una con 1.0 x 10" de
generaciones, muestreadas cada 100 iteraciones. Se usaron cuatro cadenas calientes con
un factor escalar T=0.18. De acuerdo al programa MODELTEST, el modelo de
evoluciéon que mejor describe el segmento analizado para el gen de Cyt b fue TrNef+G
y para COI fue el HKY+G. Se descartaron el 10% de los arboles y con los 180, 000

arboles restantes se construy6 un arbol de consenso de mayoria del 50%.

En muchas ocasiones las relaciones intraespecificas no pueden ser representadas
adecuadamente con un 4arbol filogenético, por ejemplo cuando varios haplotipos pueden
estar relacionados y solo diferir en uno sitio polimérfico, lo cual resulta en una
politomia. Por lo tanto, realizamos redes de haplotipos empleando el método de
parsimonia estadistica mediante el programa Network 4.5.1.0 (Bandelt et al. 1999). Las
redes de haplotipos constituyen una buena representacion de las relaciones filogenéticas
al nivel intraespecifico, debido a que esta clase de datos consisten de secuencias muy

similares, algunas de las cuales pueden ser ancestrales (Posada & Crandall, 2001).

Los niveles de variacion genética intrapoblacional se estimaron calculando la
diversidad haplotipica (h), y la diversidad nucleotidica (m). Para detectar posibles
desviaciones de la neutralidad debidas a expansiones poblacionales recientes o al efecto
de la seleccién natural, se calcularon los estadisticos FS (Fu, 1997) y D (Tajima, 1989).
Todos los estadisiticos anteriormente mencionados se calcularon con el programa
DNASP 5.10 (Rozas et al., 2009). Sin embargo, para estos anélisis de diversidad solo se

utilizaron aquellas poblaciones que tuvieran més de tres individuos por poblacién.

Se utilizé un andlisis jerdrquico de varianza molecular (AMOVA) para
determinar la estructura genética poblacional mediante el programa ARLEQUIN 3.1
(Excoffier et al., 2005). En primer lugar se considero la diferenciacion entre dos grupos
de poblaciones, el primero formado por las poblaciones de la Sierra Madre Oriental (es
decir, al noroeste del Itsmo de Tehuantepec), y el segundo por las poblaciones de
Chiapas (es decir, aquellas situadas al sureste del Itsmo de Tehuantepec). Igualmente, se
determinaron las proporciones de la variacion genética entre poblaciones dentro de cada

grupo, y dentro de poblaciones (Excoffier et al., 2005). Adicionalmente, se determind el
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grado de diferenciacion genética entre cada una de las poblaciones muestreadas
calculando Fsr pareadas y el grado de significancia se determind con 1000

permutaciones. Estos andlisis también se realizaron con el programa ARLEQUIN.

Se utilizé el programa IBD (Bohonak, 2002) para establecer si existe una
correlacion entre la distancia geogréfica y la distancia genética entre las poblaciones de
Zygothrica sp. mediante una prueba de Mantel con 10,000 permutaciones. Las
distancias genéticas entre poblaciones se obtuvieron en ARLEQUIN (Schneider et al.
2000) y las distancias geograficas fueron calculadas a partir de coordenadas geograficas

de cada sitio de colecta.

Por tltimo, la posibilidad de una correlacion entre la diferenciacion genética de
la planta hospedera y la del florivoro se analiz6 mediante el cédlculo de la regresion de
los valores pareados de Fsr de la planta y los valores pareados de Fsr del florivoro
utilizando una prueba de Mantel como se describié anteriormente. Los datos de Fgsr

pareados fueron amablemente proporcionados por la Dra. Carla Gutiérrez.
RESULTADOS

Se obtuvieron 71 secuencias de un tamafio de 135 pb, de la region de Cyt B, mientras
que para la regiéon COI se obtuvieron 30 secuencias de un tamaifio de 354 pb (Tabla 3).
Para ninguno de los dos genes se obtuvieron secuencias para las poblaciones de

Banderilla y Huatusco.

Tabla 3. Nimero de secuencias de cada gen obtenidas por poblacién de Zygothrica sp.

Localidad Estado Citocromo B Citocromo oxidasa I
Apulco Puebla 4 2
Apantlazol Hidalgo 5 1
Santiago Lachiuguiri Oaxaca 1 0
Briones Veracruz 22 12
Xalapa Veracruz 19 7
Motozintla Chiapas 5 3
Montebello Chiapas 15 6
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Reconstruccion filogenética Bayesiana

En los arboles de cada una de las regiones del ADNmt analizadas se obtuvieron valores
de soporte para las ramas, que se determinaron por la maxima probabilidad posterior
(50%-100%) con un 95% en el indice de consistencia (IC 95%). Cabe resaltar que para
la construcciéon de los drboles, se llevd a cabo un consenso de mayoria de 50% en
adelante. Se encontr6 que la topologia de ambos drboles es muy similar, ya que en
ambos se encontraron tres clados principales bien diferenciados y con alto valor de la
probabilidad posterior (Figs. 1 y 2 respectivamente). Los darboles muestran la
distribucién homogénea de los haplotipos, lo que sugiere un patrén filogeografico

indefinido congruente con la presencia de flujo genético entre poblaciones.

Para el Cyt B el haplotipo mds basal corresponde a un individuo de Xalapa.
Posteriomente se originan tres clados: 1) el CLADO A que incluye 2 individuos de
Xalapa, 2 de Briones, 1 de Motozintla, 2 de Montebello y uno de Apulco, 2) el CLADO
B, formado por 7 individuos de Xalapa, 7 de Montebello, 3 Motozintla, uno de Oaxaca,
y uno de Apantlazol y, 3) el CLADO C, formado por 16 haplotipos de Briones, 10 de
Xalapa, 6 de Montebello y 3 de Apulco.

En el drbol correspondiente a la regiéon COI se pueden ver tres clados
principales. El CLADO A, es el mas basal y se forma por 2 individuos de Xalapa, 2 de
Briones, 1 de Motozintla, 2 de Montebello y 1 de Apulco. El CLADO B, es el clado
mds pequefio formado por 2 individuos de Xalapa, 3 de Briones y uno de Motozintla.
Finalmente, el CLADO C, es el més grande, con 5 individuos de Briones, 4 de Xalapa,

4 de Montebello, 1 de Motozintla y 1 de Apulco.
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Figura 1. Arbol filogenético del analisis bayesiano del gen citocromo b. Todas las ramas presentaron
probabilidades posteriores mayores al 95%.
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Diversidad genética

Para la regién Cyt B encontre un total de 59 haplotipos en las 71 secuencias obtenidas.
La poblacién Briones (Veracruz) tiene la mayor cantidad de haplotipos con 21 (en 22
individuos). Unicamente tres de estos haplotipos son compartidos (h5, h7 y h28,
presentes también en las poblaciones Apantlazol, Apulco y Xalapa, respectivamente)
(Figs. 3 y 4). La poblaciéon Xalapa (Veracruz) presenté 15 haplotipos (en 19
individuos), de los cuales tres son compartidos (h6 con Apulco, h28 con Briones y h30
con Montebello). La poblacién Montebello mostré 14 haplotipos (de los 15 individuos),
de los cuales dos son compartidos (h30 con Xalapa y el h45 con Motozintla). La
poblacién de Apantlazol (Hidalgo) tuvo 5 haplotipos (de los 5 individuos que forman la
poblacién), con un haplotipo compartido (el h5 compartido con dos individuos de la
poblacién Briones). La poblacion de Motozintla (Chiapas) presentd 5 haplotipos (en 5
individuos que forman la poblacién) con un haplotipo compartido (h45 con dos
individuos de Montebello) y los demas haplotipos fueron tnicos, tales como el h43,
h44, h46, h47 (Figs. 3 y 4). La poblacién Apulco (Puebla) presenté 4 haplotipos (en 4
individuos), con dos haplotipos compartidos (h6 compartido con Xalapa y el h7
compartido con Briones). Finalmente Oaxaca es la poblacién para la que se obtuvo

Unicamente un individuo, cuyo haplotipo (h42) no es compartido (Figs. 3 y 4).
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4 Xalapa

3 Briones

S

6 Montebello

Figura 3. Distribucién y frecuencia de los 59 haplotipos identificados en la region Cyt B en las
poblaciones de Zygothrica sp. Los circulos representan cada localidad. Los diferentes colores al interior
de cada circulo corresponde al nimero de haplotipos. El nimero junto a los nombres de las localiadades
indica el nimero de la poblacién de muestreo.Se muestran las provincias biogeograficas de México
reconocidas por Arriaga et al. (1997). Aps, Altiplano Sur; bal, depresion del Balsas; chi, Los Altos de
Chiapas; gm, Golfo de México; oax, Oaxaca; ptn, El Péten; scn, Soconusco; sme, Sierra Madre Oriental;
sms, Sierra Madre del Sur.
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Figura 4. Red de haplotipos para las poblaciones de Zygothrica sp. correspondiente al gen Cyt B, Los
circulos rojos pequefios muestran haplotipos inexistentes que pudieron no haber sido muestreados o que
existieron en algin momento y que desaparecieron.

Para el gen de la citocromo oxidasa I se encontraron un total de 29 haplotipos
(H) en las 30 secuencias obtenidas. Con excepcién del haplotipo h2, que se comparte
entre 2 individuos de Briones, el resto de los haplotipos de COI son tnicos (Figs. 5 y
6).
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Figura 5. Distribucién y frecuencia de los 29 haplotipos identificados en la regién COI en las poblaciones
de Zygothrica sp. Los circulos representan cada localidad. Los diferentes colores al interior de cada
circulo corresponde al nimero de haplotipos. El nimero junto a los nombres de las localiadades indica el
nimero de la poblacién de muestreo.Se muestran las provincias biogeograficas de México reconocidas
por Arriaga et al. (1997). Aps, Altiplano Sur; bal, depresion del Balsas; chi, Los Altos de Chiapas; gm,
Golfo de México; oax, Oaxaca; ptn, El Péten; scn, Soconusco; sme, Sierra Madre Oriental; sms, Sierra
Madre del Sur.
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Figura 6. Red de haplotipos para las poblaciones de Zygothrica sp. correspondiente al gen de la
citocromo oxiadasa I. Los circulos rojos pequefios muestran haplotipos inexistentes que pudieron no

haber sido muestreados o que existieron en algiin momento y que desaparecieron.

La diversidad haplotipica (&) fue alta para la region COI, con valores de 1.0 en
todas las poblaciones, excepto en Aplantazol donde solo se obtuvo una secuencia (Tabla
4). Mientras que la regién Cyt B presentd valores de diversidad haplotipica de 1.0 en
Apulco, Apantlazol y Motozintla, 0.9 en Briones y Montebello, y 0.78 en Xalapa
(Tabla 5). Los valores de diversidad nucleotidica (n) fueron también altos para la regién
COl, particularmente en Motozintla y Apulco (Tabla 4). En el caso del Cyt b la mayor
parte de las poblaciones presentaron altos valores de m, particularmente Motozintla,
Briones y Montebello. Sin embargo, Aplantazol y Xalapa tuvieron valores bajos de

diversidad nucleotidica (Tabla 5).
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Tabla 4. Parametros de diversidad genética y pruebas de neutralidad para el gen de la citocromo oxidasa I
(COI) en cada una de las poblaciones de Zygothrica sp. Nimero de haplotipos (H), diversidad haplotipica
(Hd), diversidad nucleotidica (), prueba D de Tajima (Taj D), prueba F de Fu (F).

POBLACION H Hd (Es) 7 (Ds) Taj’D (Valor-p) Fs (Valor-p) ?;«f)" s variables
Apulco 2 1.00 (0.27) 0.11(0.08) | -55836570.82 (<0.0001) | 2.51(0.55) | 72(20.33)
Apantlazol 1 00.00 00.00 00.00 00.00 00.00

Briones 11 1.00 (0.03) 0.10 (0.05) | -2.04 (0.00118) S111(0.17) | 183 (51.69)
Xalapa 7 1.00 (0.07) 0.10 (0.06) | -1.84 (< 0.0001) 0.30 (0.34) 128 (36.15)
Motozintla 3 1.00 (0.27) 0.15(0.11) | -70071637.89 (< 0.0001) | 2.84 (0.56) 108 (30.54)
Montebello 6 1.00 (0.09) 0.08(0.04) | 0.21(0.58) 042(036) | 62(17.5)

Tabla 5. Parametros de diversidad genética y pruebas de neutralidad para el gen del citocromo b (Cyt B)
en cada una de las poblaciones de Zygothrica sp. nimero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd),
diversidad nucleotidica (), prueba D de Tajima (Taj D), prueba F de Fu (Fy).

POBLACION H Hd (Es) 7 (Ds) TajD (Valor-p) | Fs (Valor-p) (S‘i;i)os variables
Apulco 4 1.00 (0.17) 0.11 (0.07) 1.05 (0.83) 0.70 (0.39) 23 (17.16%)
Apantlazol 5 1.00 (0.12) 0.04 (0.02) -0.97 (0.19) -1.22 (0.11) 13 (9.7%)
Santiago Lachiuguiri 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Briones 21 0.95 (0.01) 0.13 (0.06) -1.14 (0.11) -9.92 (0.001) 87 (64.92%)
Xalapa 15 0.78 (0.01) 0.03 (0.02) -1.99 (0.009) -18.15 (0.001) 34 (25.37%)
Motozintla 5 1.00 (0.09) 0.16 (0.10) -0.92 (0.22) 0.11 (0.32) 58 (43.28)
Montebello 14 0.93 (0.02) 0.13 (0.06) -1.28 (0.085) -4.98 (0.015) 77 (57.46%)

Los resultados de la prueba D de Tajima para la regién COI indicaron valores

negativos y altamente significativos en la mayor parte de las poblaciones, mientras que
la poblacién de Montebello presentd un valor positivo y no significativo (Tabla 4). Los

valores de la prueba Fg de Fu fueron en todos los casos no significativos (Tabla 4).

Para la region Cyt B la prueba D de Tajima tuvo valores negativos en la mayor
parte de las poblaciones, aunque solamente fue significativa en la poblacion Xalapa

(Tabla 5). La prueba Fg de Fu tuvo valores negativos y significativos en las poblaciones
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Briones, Xalapa, y Montebello, mientras que en las otras poblaciones no fue

significativa.
Estructura genética

Los resultados del AMOVA para la regiéon COI indicaron que las diferencias entre los
dos grupos de poblaciones explican unicamente el 1.48% (n.s.) de la varianza total,
mientras que el 6.20% (P = 0.07) de la variacién se encuentra entre las poblaciones
dentro de los grupos y el 92.3% se encuentra dentro de las poblaciones (Tabla 6). En el
caso de la regién Cyt B, se encontrd un nivel similar de diferenciacién entre grupos de
poblaciones (2.30%; n.s.) y entre poblaciones dentro de grupos (5.53%; P = 0.016) y
dentro de poblaciones (92.17%) (Tabla 7). El valor de Fst que se obtuvo para la regién
COI (0.076; P = 0.02) indica una moderada diferenciaciéon genética entre las
poblaciones. Para el Cyt B los patrones fueron muy similares (Fsr = 0.078; P = 0.005).
El valor de Fsr es conceptualmente una medida de la magnitud del flujo génico entre
subpoblaciones, estableciendo que en situaciones de bajo o nulo flujo génico los valores

de Fgr se incrementan y cuando el flujo génico es alto los valores de Fgsr serdn cercanos

a cero (Hedrick, 2005).

Tabla 6. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para el gen de citocromo oxidasa I (COI).

Fuente de variacion | g.l. Suma de cuadrados Cm:nponentes dela Por.c er}EaJe de
varianza variacién

Entre grupos 1 18.540 0.18722 1.47 (n.s.)

Entre poblaciones 3 47.539 0.78806 6.20 (P =0.07)

dentro de grupos

Dentro de las 23 269.706 11.72636 92.32

poblaciones

TOTAL 27 335.786 12.70165

Tabla 7. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) para el gen del citocromo b (Cyt b).

Fuente de variacion gl Suma de Componentes de la Porcentaje de
cuadrados varianza variacion
Entre grupos 1 16.876 0.16322 2.30 n.s.
Entre poblaciones dentro 4 42.249 0.39300 5.53 (P =0.016)
de grupos
Dentro de las poblaciones 65 425.650 6.54847 92.17
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TOTAL

70

484.775

7.10469

Los resultados de las prueba de Mantel para evaluar la correlacién entre las

distancias geograficas y las distancias genéticas (aislamiento por distancia) entre las

poblaciones de Zygothrica sp. dieron resultados no significativos (COL: r = 0.2, P =

0.24; Cyt b: r = 0.05; P = 0.43). Finalmente, tampoco se encontré asociacion de las

distancias genéticas entre las poblaciones de P. padifolia con las distancias genéticas

(Fst) entre las poblaciones de Zygothrica sp. (COL r=0.3, P=0.6; Cytb: r=0.22, P =

0.53)
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DISCUSION

Los estudios filogeograficos nos permiten evaluar patrones de distribucién de la variacion
genética, asi como describir eventos de dispersion, colonizacién, y vicarianza. Por otro
lado, un patrén filogeogrifico estd determinado por la divergencia existente entre
haplotipos y por su distribucién geogréfica (Avise, 2000). En relacién con lo anterior, la
variacion genética intraespecifica es una importante medida del potencial evolutivo y la
viabilidad a largo plazo de las especies. La variacion genética de los individuos de una
especie y la distribucién espacial de la misma son influenciadas por factores historicos,
como procesos de deriva génica, flujo génico y eventos de cuello de botella en las
poblaciones (Avise 2004). La estructura genética de una poblacién estd fuertemente
influenciada por el intercambio genético entre y dentro de las poblaciones.

Este estudio tuvo como objetivo conocer la estructura genética y filogeografica de
las poblaciones de Zygothrica sp. utilizando secuencias del ADNmt para hacer una
reconstruccion de la historia evolutiva de las poblaciones de esta mosca florivora en los
bosques mesofilos de México asi como comparar los patrones filogeograficos de
Zygotricha sp. con los de su hospedero especifico P. padifolia y determinar si estidn
correlacionados.

La diversidad haplotipica (k) fue alta para la regiéon COI, con valores de 1.0 en
todas las poblaciones, mientras que la region Cyt b present6 valores entre 1.0 y 0.78. En
relacion a la diversidad nucleotidica (m), los valores se encuentran dentro los mas altos
comparado con otros estudios en insectos, ambos genes revelaron que la poblacién con
mayor diversidad nucleotidica es Motozintla. Por otro lado, un punto importante fue que
para Cyt b la poblacion de Xalapa presento la diversidad haplotipica (0.78) y nucleotidica
(0.03) mas baja (Tablas 4 y 5). La alta divesidad haplotipica y nucleotidica en las
poblaciones de Zygothrica sp., sugieren una gran estabilidad poblacional con una larga
historia evolutiva (Grant y Bowen, 1998). En otros estudios realizados en insectos se ha
encontrado una diversidad haplotipica alta (en proporciones de 1.0 a 0.88) y una
diversidad nucleotidica entre 0.79 y 0.003 (Tabla 8). Cabe mencionar, que estos
resultados son consistentes a los encontrados en la mayoria de los estudios en insectos en

los que se encuentra valores similares de diversidad haplotipica y nucleotidica ( Tabla 8).
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Tabla 8. Estimadores de diversidad genética para insectos, el cuadro muestra la diversidad haplotipica y

nucleotidica.
Especie Orden Localidad h b4 Marcador Referencia
Megastigmus dorsalis Hymenopter | Iran 0.975 Cytb James et al, 2010
a
Turquia 0.983
Asia 0917
Aedes caspius Diptera Marruecos 1.00 0.010 COly COIL Porretta et al, 2011
Francia 1.00 0.008
Suecia 1.00 0.006
Romania 1.00 0.003
Liposcelis bostrychophila | Psocoptera 1.00 0.021 Cytb Wei et al, 2012
Liposcelis entomophila Psocoptera 0.909 0.029 Cytb Wei et al, 2012
Dendroctonus mexicanus | Coleoptera Meéxico 0.905 0.015 COI Anducho et al, 2008
Spodoptera frugiperda Lepidoptera Norte America | 0.926 0.189 COI Salinas et al, 2010
Batttus philenor Lepidoptera Virginia, EUA 0.880 0.70 con James et al, 2003
Florida, EUA 0.870 0.79

La distribucién de la variacidén genética en Zygothrica sp. para las poblaciones y

regiones geogrificas en ambos fragmentos del ADNmt estimados por medio del

AMOVA, mostré6 que en ambos casos la mayor proporcion de la variacion genética se

encontré dentro de las poblaciones (COI: 92.32%; Cyt B: 92.17). Lo que es consistente

con otros estudios realizados en insectos en los que se ha encontrado también que la

mayor parte de la variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones, en

proporciones que varian del 85.75% al 99.72% (Tabla 9).

Tabla 9. Variacién genética en poblaciones de insectos, en estudios realizados mediante Andlisis de

Varianza Molecular.

Especie Orden Fuente de variacion Porcentaje de variaciéon | Referencia
Drosophila pachea Diptera Dentro de las poblaciones 99.72% Feiler et al, 2007
Chloroclystis excisa Lepidoptera Dentro de las poblaciones 90.2% Kaoru et al, 2011
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Cydia pomonella Lepidoptera Dentro de las poblaciones 97.87 % Espinosa et al, 2009

Battus philenor Lepidoptera Dentro de las poblaciones 85.75% James et al, 2003

Dendroctonus mexicanus Coleoptera Dentro de las poblaciones 84.74% Anducho, 2004;

2008; Ruiz, 2009

En este estudio se encontré que los valores de Fst para ambos genes de ADNmt,
indica un moderada diferenciacién genética cabe mencionar que la pruebas fueron
significativa (cuadro 9 y 10). En general para los dos genes el andlisis muestra
congruencia ya que el valor de diferenciacion genética para ambos genes es el mismo.
Devido a que los modelos de nicho ecoldgico realizado para el florivoro sugienen la
fragmentacion de las poblaciones por el Istmo de Tehuantepec y al conjuntar estos
resultados con los valores bajos de Fst, esto sugeriria una alta movilidad de este insecto
florivoro entre las poblaciones en ambos lados del Istmo de Tehuantepec estos resultado
se ajusta a los patrones encontrados para especies con la capacidad de realizar vuelos
extendidos aunque para estd especie se desconocemos la capacidad de dispersion.
Finalmente al comparar con otros estudios realizados en insectos se encontraron muchos

casos que indican una moderada diferenciacion genética (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de diferenciacion genética (Fsf), encontrados en poblaciones de insectos.

Especie Orden Fst (Valor-p) Gen Referencia
Helicorverpa armigera Lepidoptera | 0.031 (0.01) COI Behere et al, 2007
Tegeticula yuccasella Lepidoptera | 0.043 (0.004) Col Leebenes et al,
1998
Chloroclystis excisa Lepidoptera | 0.088 (0.001) COI Kaoru et al, 2011
Acanthoscelides obtectus Coleoptera 0.052 (0.014) Aloenzimas Gonzilez et al,
1997
Rhodnius prolixus Hemiptera 0.057 (0.03) ITS-2 Lépez et al, 2007
Battus philenor Lepidoptera | 0.030 (0.001) con James et al, 2003
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Respecto a las pruebas de neutralidad D de Tajima y Fy de Fu, los resultados muestran
que las poblaciones de Xalapa, Briones y Montebello se encuentran bajo el modelo de
expansion poblacional, estos resultados concuerdan también con otros estudios realizados
en insectos (Tabla 11). Mientras que la poblaciéon de Apantlazol y Motozintla se
encuentran bajo el modelo de estabilidad poblacional. Partiendo de que un valor
significativamente negativo es evidencia de un exceso de alelos, lo cual se esperaria de
una poblacion que ha experimentado expansion poblacional reciente, mientras por otro
lado, un valor significativo y positivo seria evidencia de una deficiencia de alelos, lo cual
se esperaria de una poblacidon que ha experimentado cuellos de botella (Simonsen, 1995;
Fu, 1997. Avise (2004) sefala que los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica
altos son esperados para las poblaciones demograficamente numerosas y estables estos es
congruentes con lo encontrado en las pruebas de neutralidad. En el caso de Zygothrica
sp., las poblaciones no necesariamente representan poblaciones grandes. Sin embargo,
los resultados de los modelos de nicho ecoldgico sugieren que las poblaciones han tenido
expansiones durante el LGM, en estudios se ha documentado la distribucién del bosque
mesofilo y se explica mediante hip6tesis que consideran el efecto del cambio climético
pasado sobre este habitat que propicid periodos de aislamiento y periodos de relativa
continuidad entre los fragmentos del Bosque Montano (Wijninga 1995). Esto pudo haber
provocado la disminucién y fragmentacién de las poblaciones. Luego de éste periodo, el
aumento de la temperatura y de la distribucion de la vegetacidn podria haber beneficiado
la expansion poblacional. En el ultimo maximo glacial los modelo sugieren que
geograficamente el area de distribucion de las mosca florivora no sufrié un colapso,
como sucedié con muchas especies, si no esta especie mantuvo su extensiéon como
muchas especies del mosque montano y asi tuvo la posibilidad de expandir sus
poblaciones o mantenerse demogréficamente estable, lo anterior lo podemos observar en

los valores de las pruebas de neutralidad para las poblaciones Zygothrica sp.

Tabla 11. Tests de neutralidad, encontrados en poblaciones de insectos.

Especie Orden Taj D(Valor-p) | FS(Valor-p) Resultados Referencia
Dendrqctonus Coleoptera -1.784 (0.010) -34.00 (0.006) | Expansion poblacional | Lopez et al, 2010
approximatus
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Diaphorina citri Hemiptera -26.71 (0.035) -8.45 (0.0013) | Expansién poblacional | Jesse et al, 2011
Myrmica rubra Hymenoptera -6.34 (0.005) -9.69 (0.0033) | Expansion poblacional | Leppanen et al, 2011
Liposcelis bostrychophila | Psocoptera -2.07 (0.0078) -6.04 (0.04) Expansion poblacional | Wei et al, 2012
Liposcelis entomophila -1.71 (0.0069) -5.71 (0.098)

Drosophila buzzatii Diptera -2.15 (0.027) -8.55 (0.057) Expansion poblacional | Manfrin et al, 2002

La red de haplotipos exhibe un patrén similar al encontrado con los métodos
filogenéticos, ambos andlisis muestran la homogeneidad genética entre las poblaciones de
estudio. Lo anterior sugiere un alto nivel de flujo genético y poca estructura
filogeografica en las poblaciones analizadas de Zygothrica sp. Esto es consistente con
trabajos previos en los que con frecuencia las especies voladoras no se ajustan a los
patrones filogeograficos de organismos no voladores o sésiles (Ditchfield 2000), ya que
la capacidad de volar les confiere mds opciones para dispersarse y en ocasiones las
barreras geogréficas no son un obstaculo para el flujo de genes. Por ejemplo, en varias
especies de murciélagos de América se han encontrado valores bajos de estructuracion
genética, bajas tasa de divergencia entre secuencias y haplotipos ampliamente
distribuidos en todo el continente (Turmelle, 2010). Mientras que en casi todos los
mamiferos pequefios no voladores se han encontrado elevados valores de estructuracion
genética y altas tasas de divergencia entre localidades no muy alejadas (Mustrangi, 1997).
En insectos voladores también se ha encontrado poca estructura filogeografica, por
ejemplo, en el escarabajo Ips typographus (Coleoptera: Scolytidae) (Gugerli, 2008) se
analizaron 5 microsatélites nucleares en 30 diferentes localidades de Suiza y los
resultados indicaron que no existe estructura poblacional. En Drosophila pachea
(Diptera: Drosophilidae) se utilizaron 6 microsatélites y la region COI para analizar
poblaciones del desierto de Sonora, México. Nuevamente, los andlisis demostraron que
existe poca estructura. En especies como el mosquito Aedes caspius (Diptera:
Cuculicidae) tampoco se encontré estructura (Porretta, 2011), lo que se atribuy6 a la
biologia del mosquito, ya que los adultos tienen capacidades de dispersion de
aproximadamente 30 km, ademads de tolerar una gama amplia de hdbitats. En un estudio

comparativo realizado para Psychoda phalaenoides y Psycha grisescens (Diptera:

Psychodidae) (Espindola, 2011) no se encontré estructura filogeogrifica en ambas
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especies aun cuando existen distancias de hasta 3800 km entre las poblaciones
estudiadas, lo que indica que existe flujo de genes entre poblaciones extremadamente
distantes. Estas moscas presentan tamafios pequefios pero tienen una capacidad de
realizar vuelos extendidos de por lo menos 160 km. En el caso de Zygothrica sp, aunque
se desconoce la capacidad de vuelo de las hembras, la distancia entre poblaciones es
mucho menor al ejemplo anterior, ya que la distancia minima entre poblaciones es de
apenas 1.88 km (Xalapa y Briones) y la mixima es de 919.18 km (Apantlazol y
Motozintla), por lo que la ausencia de estructura encontrada en nuestro estudio es
totalmente concordante con lo encontrado para insectos voladores de tamafos

equivalentes.

La falta de estructura genética entre las poblaciones Zygothrica sp. a pesar de
tener una interaccion especialista con su hospedero P. padifolia, no es concordante ya
que en P. padifolia se encontr6 diferenciacion genética al menos entre las poblaciones de
Chiapas y el resto del pais. Esto sugiere que para las moscas el Itsmo de Tehuantepec no
representa una barrera al flujo génico. Aunque el marcador de ADNmt no reveld ninguna
estructuracion significativa, quiza utilizando otra regién del ADNmt con tasas mas altas
de mutacién (e.g., ND3), podria mejorar la resolucién de los andlisis filogeograficos.
Cabe mencionar que los resultados presentados en este estudio constituyen las relaciones
matrilineales entre las poblaciones de Zygothrica sp. y que los trabajos filogeografico que
se han hecho con este tipo de marcadores (secuencias de ADNmt) han sido en

combinacion con microsatélites en diferentes taxones.

Estructura filogeografica de Zygothrica sp. en relacion con su hospedero especifico

Palicourea padifolia.

En este estudio se analizé la estructura filogeografica de Zygothrica sp. en relacion a la
estructura poblacional de su hosperdero Palicourea padifolia debido a la especificidad
que exhibe este insecto florivoro hacia la planta. En el caso de P. padifolia, el analisis del
ADN de cloroplasto, indicé altos niveles de diversidad y flujo génico tanto entre
poblaciones localizadas en el mismo fragmento, como entre distintos fragmentos de
bosque mesofilo en México (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011). Sin embargo, Gutiérrez-

Rodriguez et al. (2011) encontraron dos grupos de poblaciones genéticamente
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diferenciadas, con las poblaciones de Hidalgo, Oaxaca, Puebla y Veracruz formando un
grupo bien soportado y las poblaciones de Chiapas representando un grupo
genéticamente aislado. Tal estructura filogeogréfica sugiere que ocurrieron al menos dos
escenarios: por una parte resalta el papel del Itsmo de Tehuantepec como una barrera
geogréafica ante la dispersion de los individuos y genes; y por otra parte, que durante las
glaciaciones pleistocénicas que ocurrieron hace aproximadamente entre dos y dos
millones y medio de afios, y hasta hace aproximadamente diez mil afos, varias
poblaciones representaron refugios Pleistocénicos a partir de los cuales ocurri6 una

expansion.

Es bien sabido que en Mesoamérica una de las principales barreras para las
especies montanas es el Istmo de Tehuantepec (Sdnchez, 2007). El Itsmo de Tehuantepec
es una zona de alta complejidad biogeogréfica (Ferrusquia, 1993), donde hubo varios
eventos tectonicos, fluctuaciones en el nivel del mar y un levantamiento continental que
unié a México con América Central durante el Plioceno-Pleistoceno. Se sabe que el Istmo
funcion6 como corredor para algunas especies, mientras que para otras representd una
barrera que promovid la vicarianza. En algunos organismos permitié la dispersion
siguiendo dos caminos, uno por el Pacifico sur, hacia Chiapas y Oaxaca, y el otro hacia el
Golfo de México hacia Tabasco y Veracruz. Sin embargo, las barreras geograficas actian
no siempre de la misma manera para todos los organismos. En el caso de Zygothrica sp.
no se encontré la clara separacién entre haplotipos al norte y sur del Istmo de
Tehuantepec que se ha observado en otras especies de bosque montano (Garcia- Moreno
et al. 2004, Cortés-Rodriguez et al. 2008, Navarro-Sigiienza et al. 2008). Al contrario, en
Zygothrica sp. hay relacion entre haplotipos de ambos lados del Istmo. No obstante,
puede existir cierto grado de divergencia en las poblaciones de Zygothrica sp. al norte y
al sur del Istmo. Debido a que: 1) casi ningiin haplotipo se comparte entre sus poblaciones
para el gen de la citocromo b. II) casi todos los haplotipos tienen su haplotipo maés
relacionado en la misma region (excepto el h30, el hS5, h6). III) cada haplotipo se
distingue del resto, por muchas mutaciones. Lo anterior se refeleja con los valores de Fst
obtenidos para ambos genes de ADNmt de las poblaciones de Zygothrica sp., el resultado
muestra una moderada diferenciacién genética cabe mencionar que la pruebas fueron

significativa (cuadro 9 y 10).
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La baja estructura genética encontrada podria deberse en parte a la existencia de
flujo génico actual entre algunas poblaciones, como es sugerido por los valores de Fsr,
diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica. Asimismo, los resultados de los
AMOVAs corroboran la alta diversidad genética de este florivoro en su édrea de
distribucién, ya que el mayor porcentaje de variabilidad estd dado dentro de las
poblaciones. En general los datos apoyaron un escenario de expansion demografica y las
dos tnicas poblaciones que mostraron evidencia de estar bajo un modelo de estabilidad
poblacional fueron las poblaciones de Apantlazol y Motozintla, por lo que muy
posiblemente las poblaciones de Zygothrica sp. experimentaron expansiones
demograficas historicas. Lo cual es congruente con los resultados mostrados por los
modelos de nicho ecolégico donde se sugiere una importande expansién del dltimo
maximo interglacial hasta el dltimo maximo glacial, en este sentido se documenta el
enfriamiento climdtico durante el pleistoceno, ademas de cambios de clima seco a
himedo en diferentes epocas afectaron tambien a las poblaciones del bosque meséfilo.
Tanto para Zyghotrica sp., como para P. padifolia los modelos muestran que para el
UGM las poblaciones alcanzar6n su maxima distribuciéon en el periodo donde los
glaciares alcanzaron su mayor extension, por lo que aparentemente estas condiciones
beneficiarén a las especies del bosque mesé6filo (BMM), caracteristico de un tipo de
vegetacion de zonas montafiosas, en donde prevalece un clima fresco y altos niveles de
humedad con una precipitacion anual varia de 1,000 a 3,000 msnm, y una temperatura
promedio anual fluctia entre los 12 y 23°C. Probablemente la estructura filogeogréfica e
historia demografica de Zygothrica sp. concuerdan con la hipdtesis del impacto que
provocaron los cambios climaticos en el dltimo médximo glacial en el sur de México y
Centroamérica, permitiendo a las especies periodos largos de expansion seguida de
contracciones subsecuentes en las poblaciones. Con base en esto, es posible proponer que
los individuos que trascendieron a los cambios climdticos que mermaron a la poblacién
se expandieron demograficamente y colonizaron paulatinamente los espacios encontrados
en la periferia de su distribucidon, alcanzando asi la distribucion geografica que
observamos en la actualidad y siendo los haplotipos de dichos individuos fundadores los

mas representados en la poblacion.
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CONCLUSION GENERAL

Al considerar su distribucién histérica, los escenarios de distribucién potencial
para las poblaciones de Zygothrica sp. y P. palicourea muestran una importante
expansién entre el dltimo interglacial hace 140 ka y hasta el ultimo maximo
glacial hace 21 ka. Sin embargo, a partir de este periodo y hasta el presente los
modelos sugieren una contracciéon. Los modelos de distribucién potencial de
ambas especies sugieren el rompimiento de las poblaciones por el Istmo de

Tehuantepec tanto de Zygothrica sp. como de P. padifolia.

Los resultados mostraron poca estructura filogeografica y altos niveles de
diversidad genética dentro de las poblaciones de Zygothrica sp., sugiriendo que ha
existido suficiente flujo génico a lo largo del tiempo entre todas las poblaciones

para homogeneizar la estructura genética.

No existe congruencia entre la estructura genética de la mosca florivora y de su

hospedero P.padifolia a lo largo en los bosques mesoéfilos en México.
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GLOSARIO

Adecuacion: Es el éxito reproductivo y de sobrevivencia de un genotipo dentro de una
poblacion. Es decir, la cantidad promedio de descendientes que deja un genotipo

para una caracteristica determinada.

ADN mitochondrial: Genoma existente en el interior de las mitocondrias formado por
un cromosoma circular de ADN que estd en nimero variable de copias segin el

tejido.

Alopatrica: La especiacion alopétrica (Allo = otro, patria = lugar en el que se ha nacido)
resulta del aislamiento provocado por una barrera fisica que separa y divide a una
poblacién original en dos o mas poblaciones impidiendo el flujo de alelos entre
ellas, con el tiempo, evolucionar con caracteristicas diferentes de la poblacién

parental, debido a la acumulacién de mutaciones y a la seleccidn natural.

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA): El analisis de la varianza molecular es un

método para estudiar la variacion molecular dentro de una especie.

AUC: Mide la capacidad del modelo de discriminar entre sitios donde la especie estd
presente, versus donde estd ausente. E1 AUC tiene valores entre 0 y 1, en donde un
valor de 1 indica discriminaciéon perfecta, un valor de 0,5 implica que la
discriminacién predictiva entre sitios no es mejor que una seleccién al azar, y un

valor menor a 0,5 indica un desempeiio inferior que el azar.

Coalescencia: Todos los alelos de un gen en una generacion derivan (o “coalescen”

hacia) un tnico alelo ancestral.

Codigo Genético: Codigo cifrado por la disposicion de nucledtidos en la cadena
polinucleédtida de un cromosoma que rige la expresion de la informacion genética
en proteinas, es decir, la sucesion de aminodcidos en la cadena polipeptidica. La
informacién sobre todas las caracteristicas determinadas genéticamente en los
seres vivos genética estd almacenada en el ADN y cifrada mediante las 4 bases
nitrogenadas. Cada sucesion adyacente de tres bases (codon) rige la insercién de

un aminodcido especifico. En el ARN la timina es sustituida por uracilo. La
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informacién se transmite de una generacién a otra mediante la produccion de

réplicas exactas del cédigo.

Codon: secuencia de tres nucledtidos consecutivos en un gen o molécula de ARN,,
determinada por sus bases nitrogenadas, que especificard la posicion de un

aminodcido en una proteina.

Comensalismo: Es la interaccion simbi6tica en la que uno de los organismos se beneficia

sin perjuicio del otro.

Convergencia: Es la evolucion independiente de una caracteristica similar en dos o més

linajes.

Cuellos de botella: A gran escala, pero a corto plazo, reduccién del tamaino de la

poblacién seguida de un aumento de dicho tamafio.

Deriva genética: Es un cambio impredecible en la frecuencia alélica que se produce en

poblaciones pequeiias.

Diferenciacion genética Fst: El estadistico Fst mide el grado de diferenciacién genética
entre las poblaciones, es decir, que tan diferentes o parecidas son las poblaciones
que estds estudiando desde el punto de vista genético. Los valores son los
siguientes: 0 a 0.05 indica poca diferenciacion genética, 0.05 a 0.15 indica

moderada diferenciacion genética, 0.15 a 0.25 indica gran diferenciacion genética.

Diploide: Una dotacién completa de material genético, que consta de pares de
cromosomas, cada uno proveniente de un progenitor. La mayoria de las células

animales, excepto el gameto, tienen una dotacién diploide de cromosomas.

Distancia genética: El grado de afinidad entre subgrupos o poblaciones estimado

mediante diversos estadisticos.

Divergencia: Cuando dos o mds especies descendientes de antecesores comunes son muy

diferentes entre si por adaptacion a distintos medios
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Diversidad de nucleétidos (7): el nimero promedio de diferencias entre todos los pares

de haplotipos.

Diversidad genética: Es la variacion en la composicion genética de los individuos dentro
de la especie o entre especies diferentes; es la variacion genética hereditaria dentro

de las poblaciones y entre ellas.

Diversidad haplotipica: Se define como el ndmero promedio de las diferencias
nucleotidicas o sustituciones por sitio para un grupo de secuencias de ADN
(alelos) muestreadas de una poblacion. Este indice determina la diversidad
genética a nivel de nucleétidos, por medio de las diferencias entre secuencias de
haplotipos, estimando la probabilidad de que dos nucle6tidos homdlogos de

posicion escogidos al azar sean diferentes.

Endogamia: El apareamiento de individuos genéticamente relacionados entre si. El
apareamiento entre parientes. El mejoramiento a través de una sucesion de

progenitores que pertenecen al mismo patron.

Enzimas: catalizador biol6gico, normalmente una proteina, que mediatiza y promueve un
proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida. Son catalizadores
extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a reacciones

particulares.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: La distribucion estable de frecuencias de genotipos,
AA, Aay aa, en las proporciones p2, 2pq y g2, respectivamente (donde p y q son
las frecuencias de los alelos, A y a), que es una consecuencia del apareamiento al

azar en ausencia de mutacion, migracion, seleccidon natural o deriva al azar.

Especiacion: Es el proceso mediante el cual una poblacién de una determinada especie
da lugar a otra u otras poblaciones, aisladas reproductivamente entre si y con

respecto a la poblacion original.

Estigma: Parte viscosa situada en el dpice de los carpelos, que permite la fijacion del

polen para la posterior fecundacién del 6vulo.
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Estructura genética: Es la variacion genética o cambian las frecuencias alélicas de una

poblacién a otra.

Eucariotas: Son las células que presentan un ntcleo diferenciado, protegido por una
membrana y con citoplasma organizado. También se conoce como eucariota al
organismo constituido por este tipo de célula. Las células eucariotas tienen su

informacion genética encerrada dentro de la envoltura nuclear.

Fenotipo: Todos aquellos rasgos particulares y genéticamente heredados de cualquier
organismo que lo hacen unico e irrepetible en su clase. El fenotipo se refiere
principalmente a elementos fisicos y morfoldgicos tales como el color de cabello,

el tipo de piel, el color de ojos, etc.

Filogenia: Es el patron jerdrquico que presentan los seres vivos como resultado de la

evolucion.

Flujo génico: Intercambio de material genético entre poblaciones diferentes. Puede
usarse en el sentido de la reproduccion de plantas (es decir, debido a la dispersion
de gametos y cigotos) o debido a la influencia del hombre, como la introduccién

de nuevas variedades de cultivos por parte de los agricultores.

Gametos: Célula germinal madura, funcional que contiene el nimero haploide de
cromosomas de la célula somdtica. Los gametos provenientes de sexos opuestos

(6vulo y espermatozoide) se fusionan para formar el cigoto.

Gen: Unidad bdsica, tanto fisica como funcional, de la herencia, que transmite
informacion de una generacion a la siguiente. Es un segmento de ADN que
incluye una seccion transcrita y un elemento regulador que permite su

transcripcion.

Genotipo: Es la totalidad de la informacién genética que posee un organismo en
particular, en forma de ADN. De otro modo, el genotipo puede definirse como el
conjunto de genes de un organismo y el fenotipo como el conjunto de rasgos de un

organismo.
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h: La probabilidad de que dos haplotipos escogidos al azar sean diferentes

Haploide: Una dotacién sencilla de cromosomas (la mitad de la serie completa de
material genético) presente en cada dvulo y célula espermdtica de los animales y

en cada 6vulo y célula polinica de las plantas.

Haplotipo: Constitucion alélica especifica de cierto nimero de loci en un bloque de

ligamiento definido.

Herencia citoplasmatica: Herencia de los caracteres que se encuentran en el material
genético de las mitocondrias y de los cloroplastos. Se opone a herencia

mendeliana o cromosdmica.

Heterocigoto: Un individuo diploide que tiene diferentes alelos en uno o varios loci

genéticos.

Homocigoto: Un individuo diploide que tiene alelos idénticos en uno o varios loci

genéticos.
Homologo: Es la similitud en base a en la misma estructura ancestral.

Homoplasia: Es la similitud no homdéloga, también llamada analogia, es decir lo que

parece pero no proviene del mismo ancestro.
Indice de Consistencia: Mide el grado de homoplasia, el valor vade 0 a 1.

Indice de Retencién: Mide la homoplasia observada en funcion de la homolasia posible,

el valorvadeOal.

Intraespecifica: Es la interaccion bioldgica en la que los organismos que intervienen
pertenecen a la misma especie, este tipo de relacién s6lo se presenta en una

poblacién.

Isoenzima: Formas multiples de una enzima cuya sintesis es controlada por mas de un

gen.
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Locus (pl. loci): Sitio especifico de un cromosoma donde estd localizado un gen o un

trozo definido de ADN.

Macroevolucion: Grandes cambios evolutivos, normalmente morfolégicos; con
frecuencia hace referencia a la evolucién de diferencias entre la poblacién que

garantizardn su localizacion en diferentes géneros o taxones superiores.

Marcador molecular: Fragmentos especificos de¢ ADN que pueden ser identificados en

todo el genoma.

Maxima verosimilitud: En inferencia filogenética, un método para elegir el mejor arbol
de entre varios posibles. Al usar la maxima verosimilitud , el investigador se
pregunta sobre la mayor o menor probabilidad de un arbol concreto, dado un

conjunto particular de datos y un modelo especificado de cambio de carcter.

Microevolucion: Es la ocurrencia de cambios a pequeiia escala en las frecuencias

alélicas de una poblacidn, a lo largo de unas pocas generaciones.

Migracion: El movimiento de individuos entre poblaciones que, en otras circunstancias,

estan reproductivamente aisladas.

Monofilético: En filogenia, un grupo es monofilético si todos los organismos incluidos
en él han evolucionado a partir de una poblacion ancestral comiin, y todos los

descendientes de ese ancestro estan incluidos en el grupo.

Mutacién: Término para describir un cambio abrupto del fenotipo que se hereda.
Cualquier alteracién permanente y heredable en la secuencia de ADN. Los tipos
de mutaciones incluyen mutaciones puntuales, deleciones, inserciones y

alteraciones en el nimero y la estructura de los cromosomas.

Mutualismo: Una interaccion entre dos individuos, normalmente de distintas especies,

en las que ambos se benefician.

Nicho ecolégico: Es el conjunto de condiciones ecoldgicas dentro de las cuales una

especie es capaz de mantener sus poblaciones viables.
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Parsimonia: Un criterio para elegir entre patrones o explicaciones alternativas , basado

en la minimizacién de la cantidad total de cambios o de la complejidad.

Pirimidina: Un compuesto bdsico nitrogenado, de un solo anillo, que estd presente en los
acidos nucleicos. Las pirimidinas del ADN son citosina y timina. Las pirimidinas

del ARN son citosina y uracilo.

Poblaciéon: En genética, es un grupo de individuos que comparten un acervo genético

comun y tienen el potencial para cruzarse entre si.

Polimorfismo: Aparicién de diferentes formas asociadas con diversos alelos de un gen o

con homdlogos de un cromosoma.

Purina: Un compuesto bésico nitrogenado, de dos anillos, que estd presente en los dcidos

nucleicos. Las purinas del ADN y del ARN son adenina y guanina.

RAPD: Polimorfismo del ADN amplificado al azar. Técnica que amplifica tramos

anonimos de ADN, empleando la PCR con cebadores arbitrarios.

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR): Técnica de analisis del genoma mediante la
amplificacién ilimitada de porciones especificas del ADN, aunque sean
minudsculas. Es un método revolucionario de amplificacion exponencial del ADN

por la intervencion de una enzima termoestable, la Taq polimerasa.

Redes: Conexiones entre haplotipos dadas por el minimo nimero posible de mutaciones

entre ellos.

Refugios pleistocénicos: Modelo biogeografico que intenta explicar la gran diversidad
de organismos en Sudamérica. Propone escenarios ciclicos de cambios climaticos
que originan periodos frios y secos o calientes y himedos. Se basa principalmente

en evidencias provenientes de aves.

Reloj molecular: En base de la idea que las secuencias de la DNA se desarrollen a las
tarifas dspero constantes, la desemejanza de dos secuencias se puede utilizar para

calcular la cantidad de tiempo que ha pasado desde que divergieron. Los relojes
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moleculares se incorporan en andlisis filogenéticos y estan calibrados con datos

del expediente del fosil o con indices de cambio molecular.

RFLP: Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion. La variacién entre los
individuos se detecta por las diferencias en los tamafios de los fragmentos de ADN

después de la digestién con una enzima de restriccion.

Secuencia de ADN: Orden de encadenamiento de las bases nitrogenadas de los
nucleétidos que constituyen el ADN y que cifra toda la informacién genética.
Cuando es codificante (exén), define el orden de los aminoacidos que forman la

proteina correspondiente.

Seleccion natural: Una diferencia, en promedio, entre la supervivencia y la fecundidad o
fecundidad de los individuos con cierto fenotipo en comparacién con individuos

de otros fenotipos.
Simpatrico: Que se encuentra en la misma zona geogréfica.

Simplesiomorficos Son rasgos mas primitivos heredados de un ancestro mas remoto que
el ancestro comun, sin embargo, estos caracteres son irrelevantes para el

cladismo.

Topologia: En las filogenias es la forma en que se ramifica un arbol.

Transiciones: Substituciones de una purina por una purina y de pirimidinas a
pirimidinas.

Tranversiones: Son los cambios de purinas por pirimidinas y de pirimidinas a purinas (

AC/GT) y (AT/CG).

Troéfica: Es el proceso de transferencia de energia alimenticia a través de una serie de
organismos, en el que cada uno se alimenta del precedente y es alimento del
siguiente. También conocida como cadena alimentaria, es la corriente de energia y
nutrientes que se establece entre las distintas especies de un ecosistema en relacion

con su nutricion.
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Variacion genética: Diferencias entre los individuos de una poblacién que se debe a las

diferencias en los genotipos.

Vicarianza: Division del rango de una poblacién en dos o mds fragmentos.
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Apéndice 1. Parametros utilizados por el programa BIOCLIM para generar los modelos

bioclimaticos.

Parametros

1.Temperatura promedio anual (C°)
2.0scilacién diurna de la temperatura (C°)

3.Isotermalidad (C°) (cociente entre parametros 2y 7)
4.Estacionalidad de la temperatura (coeficiente de variacion en %)

5.Temperatura maxima promedio del periodo mas calido (C°)

6.Temperatura minimo promedio del periodo mas frio (C°)
7.0scilacién anual de la temperatura (cociente entre parametros 5y 6)

8.Temperatura promedio del cuatrimestre mas lluvioso (C°)

9.Temperatura promedio del cuatrimestre mas seco (C°)
10.Temperatura promedio del cuatrimestre mas calido (C°)

11.Temperatura promedio del cuatrimestre mas frio (C°)

12.Precipitacion anual (mm)
13.Precipitacion del periodo mas lluvioso

14.Precipitacion del periodo mas seco

15.Estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion en %)
16.Precipitacion del cuatrimestre mas lluvioso (mm)

17.Precipitacidn del cuatrimestre mas seco (mm)

18.Precipitacidn del cuatrimestre mas calido (mm)
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19.Precipitaciéon del cuatrimestre mas frio (mm)
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