o G35
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE ECOLOGIA UACPyP/CCH

VNIVERADAD NACIONAL
AVPN"MA DE o
MEXICO L0 G 1S

v |

BIB ECA
INSTITLTO “COLOGIA

ESTRUCTURA Y VARIACION GENETICA
EN EL COMPLEJO “JETHYS”
(LEPIDOPTERA:PAPILIONOIDEA; Enantia)
EN MEXICO.

AMERICA NITXIN CASTANEDA SORTIBRAN

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN ECOLOGIA

MEXICO,D.F. DICIEMBRE 1996

TESIS CON
LFALLADE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTRUCTURA Y VARIACION GENETICA EN EL COMPLEJO
“JETHYS” (LEPIDOPTERA: PAPILIONOIDEA, Enantia) EN
MEXICO.



Dedico este trabajo a:

al amor de mis amores Armando Luis
a mi madre Esperanza

a mi hemana Xo

a Tona y Netza

a Meyali e Ireri



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer al Dr. Daniel Pifiero, por la direccion del presente
trabajo. El Dr. Pifiero, me dedico mucho de su tiempo y siempre fue paciente conmigo.

El comité Tutorial compuesto por el Dr. Pifiero, el Dra. Elena Alvarez-Buylla, y el
Dr. Jorge Llorente reviso y critico los avances de este trabajo durante el proceso. A Jorge
por inducirme a estudiar las mariposas y estar involucrado muy intensamente en la
generacion y elaboracion del proyecto. A Elena, quien me ha brindado todo su apoyo
gracias al cual pude realizar una estancia de investigacion en la Universidad de Hawaii.

El jurado del examen compuesto por Dr. Daniel Pifiero, Dra. Elena Alvarez-Buylla,
Dr. Glenn Furnier, Dr. George Roderick, Dr. Luis Eguiarte y Dr. Alberto Ken Oyama por la
revision del manuscrito. En particular al George por permitirme trabajar en su laboratorio y
mostrandose siempre solicito a mis necesidades en tierras lejanas, a Luis por estar siempre
dispuesto a ayudarme y ser paciente conmigo, a Ken por dedicarme parte de su tiempo y por
revisar con sumo cuidado la parte editorial.

A Valeria Souza quien me indujo a entrar en el posgrado en Ecologia Bésica, a
Town por ayudarme en la elaboracion del proyecto final.

En la busqueda exhaustiva de Enantias me acompafiaron: Jorge Llorente, Lalo
Morales quien no solo me brindo su compaiiia, sino su amistad y en muchas ocasiones la
frustracién de no encontrar las mariposas la hizo menos triste. Armando Luis, quien me
acompafio infinidad de veces y no cayo en la desesperacion ante mi neura por encontrar
enantias, Walter Shmith, Ernesto Vicente Vega cuyo nombre por poco provoca un divorcio,
Linda Arteaga por ayudarme en la recolecta y darme hospedaje, Lamberto Gonzalez, por ser
tan hospitalario, Elleli Huerta quien tuvo la brillante idea de llevar su grabadora con lo que la
salida se hizo mas amable, Nidia Pérez,

Alejandra Vazquez me ayudo en el procesamiento de los datos y sufri6 mucho con
las “Fs”, y realizo la mayor parte de las diapositivas, que por cierto le quedaron muy bien..
En el laboratorio, Nidia Pérez me ensefio la técnica de electroforesis en geles de almidon, y a
correr el BYOSIS. En el laboratorio de Genética de la Conservacion de la Universidad de
Hawaii, Peter Follet y George Roderick me ensefiaron la técnica de electroforesis en geles
de acetato de celulosa.

A Alvaro Chaoes y Gaby Jimenez por resolver en multiples ocasiones mis problemas
con las computadoras.

A mis compafieros de generacion del posgrado: Alejandro Morédn, Horacio Paz,
Humberto Berlanga, Alice Altesor, y Alberto Aldama. En especial a Alice por consentirme
tanto en el curso de campo, a Alberto quien por ser tan buena onda.

A Jorge Soberdn, Exequiel Ezcurra y Hugh Drummond, coordinadores del posgrado
y a Elena Delgado y Carolina Espinosa, secretarias del mismo, por el apoyo académico y
logistico. En particular quiero agradecer de una manera muy especial a Carolina que me ha
resuelto muchos problemas practicos y con la UACPyP.

A mis amigos del Laboratorio de Genética y Evolucion : Nidia Pérez, Erika Aguirre,
Liz Izquierdo, Carlos Fabian Vargas, Elleli Huerta, Rodolfo Salas, Fabiola, Marlene de la
Cruz, César, por hacer mas grata mi estancia en el laboratorio.

A Oscar Rodriguez por permitirme “flagelarlo” con chambitas.



A Vgrglllo, _Emesto, Glo_na, AllCla,. (;arol{na, Chqlito y Paty por su apoyo en los tramites
admlmstratl}zos. En particular a Alicia quien ha sido muy solidaria conmigo y a Chelito por
apoyarme siempre.

A mis amigos del Instituto, Nidia, Rubén, Betty, Vali, Gaby J., Leti R , Angeles,
Rosalinda, Alejandra, Rosaura, Sofia, Sergio, Caroline, Alicia, Rodolfo S_, Victor, Pablo,
Torfio, Adriana, Memo, Eneida, Marcela, Roxana, Tino, Elsa, Amelia, Juan N. Juan F. con
quien he compartido grandes momentos. En especial a Carlitos por estudiar infinidad de
veces conmigo y prestarme ayuda siempre que lo necesite. A Juan Fornioni por ayudarme
con las figuras.

Por su amistad y pasar ratos buenos y malos conmigo a Consuelo Bonfil por
presionarme tanto para la culminacion de la tesis, Pilar Rodriquez por compartir gratos
momentos conmigo, Ella Vazquez por organizarme una despedida e ir a la casa simpre que
la invite, Cristina Mourelle por sus invitaciones a comer y su apoyo moral, Alice Altesor,
Erika Aguirrre por permitirme compartir estos momentos de la gestacion de su bebé y las
idas a caminar, a Liz por dedicarme mucho de su tiempo, enchincharme con la tesis pero
sobre todo por compartir tantas cosas y Gaby Aramoni, por ser tan solidaria y buena onda.

Quiero agradecer especialmente a Armando Luis por estar siempre a mi lado cuando
lo he necesitado y por reconstruir el amor.

A mis maestros Jorge Llorente, Exequiel Ezcurra, Antonio Lazcano y Daniel Pifiero
por ensefiarme tanto.

Quiero agradecer al CONACYT por haberme becado para estudiar el posgrado y a la
UNAM que a través de su programa de apoyo al posgrado (PADEP) me financio
parcialmente el trabajo de campo, al proyecto DGAPA IN-200394 por financiar parte del
trabajo de campo.

A mi mama Esperanza Sorfibran, a mis hermanos Tona y Netza por cuidarme
siempre, a mi hermana Xo quien siempre me ha chemado, a mis sobrinos Ireri, Meyali,
David, Sergio, Anani, Marbel, Alejandra y Abraham por darme momentos tan gratos. A mi
abuela por apapacharme siempre, a mi tia Elia por su apoyo y a mi tia Lorenza quien ha sido
un gran soporte para mi. A mis tias Hernandez por los buenos momentos y las ricas
comidas.




CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1 Genética de POBIACIONES ...............ccoccovuiiiiiuiiiiiiiitiiie ettt st ese s esessessess e sae e s b reenns
1.2 Fuerzas evolUtiVas..........cccccoiiiiniiiniiniicisiiniisie st steiee st ot st et eseavas
1.3 Variacion genética y eleCtPOfOresis............cooviiiviiiiiasiinniisonisimsinimeimse e iiaesiss e sissaisssinisa
L B I e e, e o e e e A S S A (B A R e S
1.5 Estructura genética de las poblaciones RAMUIAIES. ..................cc.cccooveiveiiioiieiiiii s
1.6 Estimadores usados en Genética de PoblacCiones. .....................ccccoviiviiiiiinininiiiciiii e,
LG T VAP EACTON POMBLIOU, rvonvassisvs vasssivwsviismassvwss 6548 caoas 948 5540450 S5 RS S8 SR A N S R o A SR W AR AR
10
1:6.3. Estadisticos F de WEIGHL:. vt iiaimariss e s s sneiiensisisasismesasanarmissmies

1.6.2 Coeficiente de eNAOZAMIA. ..............c.cooueieuisieeeeeueieeaeeeeeesaeaseesee e saeesaeans s e enaesaseresaneennesssennensens

1.6.4. Flujo génico, estimacion indirect@ de Ny ................cccoocciiioiiiiiiiniiiin it
LG5 AT AIEIIO POP ISTANCIR «ccsvivnvivunss ovvassvvoissosaronsissspesses dusosie ot S48 iwmEae ke S5 RSN T SRS A S s
1.6.6. Distancia e identidad GeNEGLICA. ...............ccoooveeueierieieiieiee ettt et
175 TTIOBOIIG. oivacvimistiss veimas o o s S A B R S T KA S i VS
L8 EStiictura genetica ) IOQERIT: . s sesvaiswsainsssmassnmamss vissesvis s s vy i vass s v s s b N
L2 o genic como, RIDOIESIS CVTTHIVE, ooy sorsossssnmumssisssysnsammas st smmicinsssve syesisiosy s vira duss HEE SRR YR 45D
1.7.3 Fenética versus cladiStiCa. ...............covevueiiiiiineiiiiiiiiiiesiisasss it ssis s s sn s s e san e
L4 Metodos de distamOia: . onsmmsi i i v i i e e T 7 v S b S e s o s s
LT NABIO A0S Ue PAFSTITONTLL oo vvicssmnswsmimnsomin siasndness KU 543558 S SR TR 0 QAN RS S R s S ¥ SRy e
L E S T O e B STIIOMID s xxvnsns insnsonsaonommnms ot o RN T PN R AT S S SR i s s AT e
1.7.5.2 Confianza estadistica de 105 Arboles. .........................cccccoviviiiiiiiiininiiii s
L 253 ArDOTes e COMSERSO: .uxiciesissmuissotsiiisontsinass s s s o S S A 0

L TG IO OHIOS GO QIOCTZIIIGS v ssvs oecssivsinsssnvavisinnsissasss 3 Kk somers S5 s SARE 88 £ 14 553 CPErEba BT LIRS ST AOAVOVRD)

L=TEE s e B =

12
14
15
16
18
18

.20

20

.21

22
23
24
24



CAPITULO I

29

LAS MARIPOSAS: CLASIFICACION, FILOGENIA, BIOLOGIA, VARIACION Y ESTRUCTURA

GENETICA.

29

INTRODUGCCION. ... et ee et e e e et e e e s et et s et et et ee s et e e e

2ok NPT DO S UG, o 255053 35530086 4565053 53 6 w05 508 0 KB RS 550 S 0 R G B AT A AN

2.1.1 Clasificacion. .................c......

2.2 FHlOGORIQ. ........ooccvvicevecreeriereeerecetieste et s esaesb e esbaesbeetbeess s esseesbaeessesseensnaes
2.3 CoNcepto de eSPRCIE EN MIUFIDOSHS: «uvuvssssiassivessssossssssvacsivs 6asssss i aosss5iss sisd sy s o ins b s sid b wuss g S833 s
2.4 Biologia de poblaciones en MAPIPOSAS................cccoeccieuiiiiieicieieis et sera e
2.5 Niveles de heterocigosidad en MaAriPOSQS. ...............cc.ccooouecuiiiioeiiiiiiiiiiis i es e
2.6 EStrictura Geneticq N MAPIDOSAS. civev:wirieivrissrarsiassinsssiss v s i sas s sis ssdssavin s s onsas s g s as ans sesinsnsss
2.7 Estimaciones del flujo génico en maripoSas................cc.ccccvoiiiiiviiiiniiiiisiniis i
2.7 1. MEOTdOS QIPRGIOS: . visiiviisimmvemivmsiivammiaiisvaris e v i e i R S
e Ur TV IHREED G o cnveoonosesntasammsmns S ST Ay T AT S ST A R M AT TR T
2.8 Polimorfismos enzimaticos Y SElECCION. ................cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e

2.9 Distancias genéticas en mariposas y @lgunos iNSECIOS. ...........ccc.cvcuvuiieeieiiiiriiiiiie e,

.29

29

.29

32

w33

.34

35

41

43

43

44

48

50



CAPITULO 1II

53

HISTORIA NATURAL, SISTEMATICA, DISTRIBUCION Y FILOGENIA DEL COMPLEJO “JETHYS”

3.0 FRTRODYCETON, sssssisnssssanmmsmmsinmes g

3 T 0B el CrmPIETD IR scssiscivisinnssiii s e B T A A v S S
I Bistematica:del:complefn “TeHVE o e voevimsmresommmsims i s mom e s s aTs
3.3 Historia natural de las especies que constituyen el complejo “JetRYS”. ..........cccccoeveveeveveeriosieeeeiiniseaen,
3.4 Distribucion de las especies que constituyen el complejo “jethys”. .............ccccooviviiioiicniicnnnn
3.5 Propuesta JHlOLORBIIOH us ouvissvassss s s s s 556508 22 4 VAR b A S i e A A A R
3.6 MATERIAL ¥ METODOS..........ococoovevviinaneesiosessiisisssssissessssssssssssaess st sisssesssssssns
T R e e e e e e
30 2 e OO OV SIS i syt o s S A s VN S S LSV o G iy B o i B S AT
3.6.2.1 Electroforesis en acetato de celuloSa......................ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiniiii i
3.6.2.2 EleCtroforesis @R QIMIAON. ..............cc.ccuvocueeeueeiieieeiieeeeeee et et ie e ae e eaa e e e s sne s e s eaa st
3.7 ANALISIS DE DATOS. .........cccoovouvemmnsceenenseninsssunssssssssssssnssssessssssssssssssssssssasessssssasssesssnsssssosasssessssessasensises
B D T e O O B e B DB RS ity son s oS Ty o 3 O B D A 0 A DA RS SRS
B T2 Rl OHES LTI E T OAR oo wesors s ceoteans o i 53108V A T AR R S5 TSRS A 54 B D AT A N BT
3.7.2.1 Exploracion inicial de las relaciones enire eSpecies. .................ocvurvvivieiivineniieniiiieisess s
3.7.2.2 Relaciones filogenéticas entre 1as eSPECIS..........c.vcovvrisisensoninimiisniosissssaessisssssssississass sasssssssiasiesssssins
3.8.1 Andlisis a nivel de especie (alelos cOMPArtidos). ...............ccccvveviiiiiiiiiiniieiriiin s 74
3.8.2 Andlisis a nivel de poblacion (diferenciacion entre especies). .............coocvivireiienciisiiineninee s
38 2 U alOrS e T e onssnsossinsminsssns sems e sirsmns s sourvem oot S RGP A
3.8.2.2 Andlisis jerarquizado de la diferenciQeion....................ccccocooiiiniiiiiiiiii
3.8.2:3 Medidas de diStancia QeNBIICT. . iy sivasssss st sssars s b s5 605 5iaes saa e ivais iy 50 se8 13 T <0495 Summansvis sugvyoss
3.8.3 Diferenciacion en E. mazai. ;Subespecies 0 eSpecies? ..............c.ccocoriminiiininini e
3.8:d Reluciones fHOgenBloas: . s cviiisieviidbhsms s s sss sy s S nay e s s v daia
B8 4D MOtodos de diSTUNOI: . vuwons s i e S R o LS i B A T T SR R
BB AL LICHRID L0 i viamwivoncs ivssvssnnss 455 58 monsnios bvsse s Eoa § 3 i s S5 A 4 S GO A AR 8 A A AR S0
BBt L 2 DO TOCE: 1 s srsessorsrssammssmssansirsasessnssms Aoasmsmsssnsssss sstis tessasdat s ES T AR S ES o8 s RO SR LA SR DS VO TR S S i
3:8:4.:2 MEI0dos de PaySiONIG; o sy ssyissiias st ssnin i saess s s 5008 00 Sad S0 00353 G 0w e M T
3.8.4.2.1 Cuatro 10ci (34-Glel0S 0 CAracCteres).. ..o isisastsiamimsssssamismismsssimins sy s isseisyasssssasssgsnes
3.8.4.2.2 Diez 10Ci (53 Qlel0S 0 CAFACLEIES). ..............ccouvueeseiiieiiiairiisitssinsstsssesses s s s s st
38 DISTIIRIONT e omomsvmbimisio s sinsms s omsheiise i R SSah s G e AR SRS S5 R TS
3.9.1 Uitdades evVOTuliVEAS: oo vsmsass s s e A s oim5 EiS 5 0337 S 5 3 S A e s s RS A A T R
3.9.2 Los taxa se conservan tal como los propuso Llorente (1984). ........ccovvooviiviiiiiiiniiiniinniinieini e
3.9.2 Diferenciacion en E. mazai. (Subespecies 0 eSPECies? ................ccviuwiiiiiommiiiiiiii

3.9.3 Relaciones fllOGENSHCAS. ...............cccuvuuiiiiiiiiiiinsinsisie s bbb s s

........ 53
i I3
33

..................................... 55

.39
. 62
. 68
. 69
69
70
70
70
71
71
72
72
74
74

78
78
79
80
81
85
85
85
88
91
93
93
98
98
99
99
101



CAPITULO IV 103

ESTRUCTURA GENETICA, FLUJO GENICO Y PATRONES DE AISLAMIENTO POR DISTANCIA EN LAS
POBLACIONES DE LAS ESPECIES QUE CONFORMAN AL COMPLEJO “JETHYS” ..ovoooovooeeroen 103

3 1 I |
4.3 METODOS. ... s s sssssssssosssonessseesssossnnsessnsssssosnsenss 1 06
T £ T R (| :
43,2 BlEctrOfOresiS. v e S e i R B S R s i e e L 0F
4.3..2.1 Electroforesis en acetato de celulosa. .................cccccococeoiiiiiieiiiiiciiiiiiiesicieeesieeiiseseessnsssessneannnns 107
4.3..2.2 Electroforesis en almidon. ..................ccccooviviiiiinieiiviaioiiiiniiiesssoseseessesssisessissossessssnsesssonseoseeses 107
4.4 ANALISIS DE DATOS, scisecmmsisusssssssssussssmsssesssansspasmseesassssssssssssssasassassssssssssssssasssgssssssasssssssassmsssssssss 207
4.4 1 Variacion @endlict. ... uainsmnnaienmimimcl siivain aaiivd s anminamiiimsminimssiiesas JOT
4.4.2. Coeficientes de endogamia y estadisticos F de Wright. ...............ccocccviviniiiniiiiinincniinniiinnnenn. 108
4.4.3. Distancias e identidades eNnétiCas. ...........c...coccovuiviiiiirireeiieiniisssiseeeesssrssssssascnssnessinesssneesssnessenees 109
4.4.4. dislamiento por qISIONCIA. <. avisnsmimnmsam s s 109
B BT ARG woxmsoesiamsnmsnsss svssssm sm e meiisss s sms s Ameass TARS o B PR SRS s SRS e s e o oo s wes sz nosss D O
PUCMRNN L vy e RSO OPP— . 1 | |
4.5.3 Variacion Qenélica. .. i a«iwanivivimssni s mitissitonhiaais s nisasrvt o 1 14
4.5, 3,1 Niimero de alelos por 1octs....couvvammmunnmaninasmwiniisnmaannmaaiasmasiismsass d1T#
4.5:3.2 Variacion dentro dé 135 PobIIGIONES, wwssmsmomssminsssmms womssemiss s e s e seprniis o semsnssoxndd 4,
4.5.3.3 Heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre poblaciones. .................cccoccoevnvincnciniinccccniennnn. 116
4.5.4 Coelicientes de endogamid (F ) assiisie i mmsmiieieiamsaawdisasssamdammn bl
4.5.5. Estadisticos de WHGRL. i smimieiassis i i s s i it b ol
4.5.6. Medidas de distancia genética y distancia geografica.............c.ccoveoviivvnviicniiieninnoissescniensinnennnns 122
4.5.7 Aislamiento por diSQNCIQ. ............c..coceeuiiieueeerireeiieeieeeet e aesenessese e ssenesesnesnesnsensenesnesenenennes 120
B DSOS, v AR T A A s S GRS voinsesviss i vesswancrse B2
LB T DiSIrIBUCTON QTG s vocsisons i sindan ooui s s s S S5 S Y ST B S SR SRy ot AT
4.8.2 VaFIACION GENGHCA. ............coovvviieieriinieiisie sttt s s ns e 133
4.8.3 Coeficientes de eBAOGAMIG, ;i:iiuiiiiisrssomm s i s i i1 34
4.8.4 Distancias genéticas, geogrdficas y flujo gEnico. ...............ccccvuviviriiiiiinniiiininisisisisssscinseenensers 136
4.8.5 Variacion enire @NZIMaS............c.coceieereereieiensineeenesee e ssensseaesesss s e sssssess s snnes 1 30

4.8.0 Aislamiento por- diSIGNEIR, .. s s st S g s s etk i e T8



RESUMEN

Se investigd la estructura y la variacién genética en poblaciones de las
tres especies del género Enantia que constituyen al complejo 'jethys"
(Lepidoptera: Papilionoidea; Pieridae). en México. Se estudiaron para diez
loci, doce poblaciones de E. albania, nueve de E. mazai, y tres de E.
jethys. Las tres especies tienen aproximadamente el mismo numero de
alelos por locus (2) y altos niveles de heterocigosidad (0.156-0.358). Las
poblaciones de E. albania y E. jethys presentan homogeneidad alélica
posiblemente debida a altos niveles de flujo génico o a un origen muy
reciente (Fst= 0.096 y Fst = 0.044 respectivamente). Las poblaciones de
E. mazai presentan una mayor estructuracion genética (Fsr = 0.2325). En
esta especie, el flujo génico entre pares de poblaciones (promedio Nm =
8.345) esta inversamente relacionada con la distancia geografica entre
poblaciones, de acuerdo al modelo de aislamiento por distancia.

Las relaciones filogenéticas entre las especies se examinaron empleando
datos electroforéticos y se obtuvo que las poblaciones de las tres
especies se diferencian claramente. Los métodos de distancia y de
parsimonia para reconstruir la historia del grupo, mostraron congruencia

indicando que las especies mas cercanas son E. mazai y E. jethys.



ABSTRACT

Genetic structure and variation was analyzed in mexican populations of
three species that constitute the "jethys" complex of Enantia (Lepidoptera:
Papilionoidea; Pieridae). Twelve populations of E. albania, 9 of E. mazai,
and 3 of E. jethys were studied for 10 enzyme loci. All three species have
approximately the same number of alleles per locus (2) and high average
heterozygosities (0.156-0.358). E. albania and E. jethys populations
present ;alleiic homogeneity due to high gene flow levels (Fst = 0.096 and
Fst = 0.044 respectively). E. mazai populations have a greater genetic
structure (Fst = 0.2325). In this species, gene flow between population
pairs (average Nm = 8.345) is inversely related with the geographical
distance between populations according to an isolation by distance model.
The phylogenetic relationships between the species that constitutes the
“‘jethys” complex were analyzed using electrophoretic data, and it was

observed the populations of the three species are well differentiated. Both
distance and parsimony methods were congruent indicating that the more

related species are E. m. mazai y E. jethys.



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

1.1 Genética de poblaciones

El estudio del origen y dindmica de dicha variacion es un elemento fundamental en el
estudio de la evolucidon (Lewontin, 1974). La genética de poblaciones tiene como
objetivo describir los niveles de variacion genética dentro y entre poblaciones (a través
de las frecuencias alélicas y genotipicas) y trata de explicar esta variacion en términos de

las fuerzas evolutivas (Hedrick, 1983).

La manera como se distribuye la variacion genética dentro y entre poblaciones
constituye su estructura genética € involucra el estudio espacial y temporal de las
frecuencias genotipicas (Allendorf, 1983). Las interpretaciones de la estructura genética de
las especies involucran dos aspectos relacionados entre si: i) el filogenético, que explica
como las distribuciones geograficas y ecolégicas de los alelos reflejan la historia evolutiva
entre las poblaciones bajo estudio y ii) el mecanistico, que nos permite determinar cuéles
procesos evolutivos, o combinacion de procesos han producido la distribucién de alelos

observada (Baughman et al., 1990).

1.2 Fuerzas evolutivas
El que un locus sea monomérfico o polimérfico depende de las fuerzas evolutivas que

actien sobre los individuos que porten diferentes alelos para ese locus. Las fuerzas

evolutivas pueden tener efectos particulares como el incremento de la variacion genética



(mutacion) o decremento de la misma (deriva génica). La seleccion, flujo génico y los
sistemas de apareamiento pueden incrementar o reducir los niveles de variacion genética

dependiendo de la situacion en particular (Hedrick, 1983).

La mutacién es la fuente primaria de variacion genética. La variacién genética se
crea por cambios en el material genético y los cambios heredables constituyen las
mutaciones (Hartl y Clark, 1989). Podemos considerar a las mutaciones en un sentido
amplio, desde aquellas que afectan a las bases del ADN, hasta los cambios en los
cromosomas (Ridley, 1993). Puesto que las tasas de mutacién son tipicamente muy
pequenas (en el orden de 10* a 10" mutaciones por gen por generacién), la tendencia al
cambio de las frecuencias como resultado de una mutacion en el curso de unas cuantas
generaciones es insignificante (Ayala y Valentine, 1979; Hartl y Clark, 1989). Por otra
parte, los efectos acumulativos sobre largos periodos de tiempo pueden ser apreciables

(Hartl y Clark, 1989).

La deriva génica consiste en el cambio en las frecuencias alélicas debido al azar
como resultado del muestreo de gametos de generacion en generacién. La magnitud del
cambio de las frecuencias alélicas en cada generacion depende del tamano efectivo de la
poblacion (Ayala y Valentine, 1979; Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989). El tamafio
efectivo de la poblacion es el tamafio de una poblacion ideal que tenga la misma magnitud
de endogamia 6 de deriva génica que la poblacion que se estd considerando (Kimura y
Crow, 1963; Hartl y Clark, 1989). En términos simples, el tamafio efectivo de la
poblacion es el nimero de individuos que se reproducen, contribuyendo asi con gametos
a la siguiente generacion. El resultado mas importante de la deriva génica es la pérdida de

heterocigosidad en las poblaciones (Hedrick, 1983).

Cuando el apareamiento entre los individuos no es al azar, sino que se da con
mayor frecuencia entre parientes (endogamia) o entre individuos que no son parientes

(exogamia), se genera una reorganizacion de los alelos dentro de los genotipos. En el



caso de la endogamia la frecuencia de homocigotos se incrementa y la frecuencia de
heterocigotos se reduce relativa a las proporciones esperadas bajo apareamiento al azar

(equilibrio de Hardy-Weinberg; Hedrick, 1983).

A menudo, las expresiones fenotipicas de varios genotipos incluyen diferencias en
fertilidad y viabilidad. La seleccién natural es el proceso por el cual genotipos con mayor
adecuacion (i.e., mayor capacidad de sobrevivir y de reproducirse en un ambiente
determinado), dejan en promedio mas descendencia que genotipos con menor adecuacion.
Conforme los alelos favorables incrementan su frecuencia en la poblacion, se forman mas
genotipos “mejor adaptados”. Como resultado, los tipos y frecuencias de alelos en la
poblacién cambian para promover una mejor adaptacion de la poblacién al ambiente
(Hartl y Clark, 1989). La capacidad diferencial de los genotipos parentales para
contribuir con gametos funcionales y las tasas de sobrevivencia diferencial de varios
gametos y/o cigotos podria cambiar las frecuencias génicas y genotipicas de la

descendencia comparada con las de los progenitores (Mettler et al., 1988).

Flujo génico es un término colectivo que incluye a todos los mecanismos que
resultan en el movimiento de genes de una poblacién a otra, como el movimiento de
gametos, la extincién y la recolonizacién de poblaciones enteras, o el movimiento de
segmentos extranucleares de ADN, tales como mitocondrias, plasmidos y virus (Slatkin,
1985b). Estudios experimentales han mostrado que un flujo génico limitado y la deriva
génica permiten la diferenciacion genética entre poblaciones. Esta unién entre el flujo
génico y la estructura genética ha sido establecida en poblaciones de plantas (Hamrick y
Allard, 1972; Levin y Kerster, 1974) y de poblaciones de animales (Baughman et al.,
1990; Caccone, 1985).

El flujo de genes afecta a todos los loci nucleares en el mismo sentido, pero cada
locus y cada caracter fenotipico puede estar gobernado por diferentes regimenes
selectivos y diferentes procesos mutacionales, dando como resultado que algunos loci

pueden mostrar poca diferenciacion geografica mientras otros ‘muestran una



diferenciacion extrema (Slatkin, 1985b). Aunque el flujo génico puede restringir la
evolucion previniendo la adaptacion a condiciones locales, también puede promoverla a
través de la dispersion de nuevos genes y combinacion de genes a través del drea de

distribucion de las especies (Slatkin, 1987).

1.3 Variacion genética y electroforesis

Uno de los resultados principales de los estudios de electroforesis es la extensa variacion
aloenzimdtica que se ha encontrado virtualmente en todas las poblaciones naturales
estudiadas en diferentes organismos, desde bacterias y plantas, hasta animales
vertebrados e invertebrados (Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989). Los polimorfismos
proteicos han sido utilizados para describir los cambios en las frecuencias alélicas en el

tiempo y en el espacio (Murphy et al., 1990).

Los datos de frecuencias génicas a través del area de distribucion de las especies
proveen informacion valiosa acerca de la estructura genética dentro de las poblaciones, el
flujo génico que existe entre ellas, y sus relaciones filogenéticas (Bonnel y Selander,
1974). También son utiles para inferir eventos histéricos como “cuellos de botella”
(reducciones drasticas en tamaio efectivo de una poblaciéon que da origen a una nueva
generacion, Hedrick, 1983) asi como su biogeografia historica, es decir las explicaciones
histdricas de las distribuciones de los organismos, generalmente con respecto a procesos
geoldgicos o evolutivos (Bonnel y Selander, 1974; Rosen, 1988). Desde principios de los
1960's hasta el presente muchos estudios evolutivos se han concentrado en obtener
informacidon genética de las poblaciones naturales de plantas y animales (Lewontin,

1974).



1.4 Isoenzimas.

Un método ampliamente usado para estudiar la variacién genética de los organismos
dentro y entre poblaciones es la electroforesis de proteinas, la cual tiene la ventaja de
requerir relativamente poco tiempo y dinero comparado con las técnicas de analisis de
sitios de restriccion y secuenciacion de ADN. Las proteinas son moléculas cargadas que
pueden migrar en un campo eléctrico, donde proteinas con diferentes composiciones y
conformacion migran a diferentes distancias. Las enzimas son detectadas mediante la
inmersion del gel (matriz) en un medio que contiene las condiciones de reaccion para la
enzima, tal que incorpore la tincién del producto final (Hoelzel y Dover, 1991). La
aloenzimas son variantes de polipéptidos representando diferentes alelos del mismo locus

(Murphy et al., 1990).

Los genes que codifican proteinas tienen dos propiedades que les confieren ciertas
ventajas como marcadores genéticos; la primera es que una fraccidn significativa de estos
genes son polimérficos en la mayoria de los organismos y la otra es que estas diferentes
formas o alelos generalmente son codominantes, lo que permite relacionar los fenotipos

observados (electromorfos) con determinados genotipos (Weeden y Wendel, 1989).

1.5 Estructura genética de las poblaciones naturales.

Como mencioné anteriormente, la estructura genética de lag poblaciones se refiere a la
forma en la que se distribuye la variacion genética dentro y entre las mismas (Allendorf,
1983). En muchas especies, las poblaciones estin frecuentemente subdivididas en
pequeias unidades por factores ecoldgicos o de comportamiento, en estos casos la
cantidad de similitud genética entre las partes puede diferir (Hedrick, 1983). Esta
conexion genética depende de la migracion genética efectiva o flujo de genes que tiene
lugar entre los subgrupos. Cuando la poblacién tiene subpoblaciones localizadas en las
cuales existe deriva génica, o el apareamiento entre los individuos no es al azar a lo largo
de la poblacion, o si la migracién no tiene probabilidades iguales a través de la poblacion,

se considera ciue la poblacién esta estructurada (Hedrick, 1983).



La estructura genética de una poblacion quizds es uno de los elementos
fundamentales de informacién para las especies amenazadas o en peligro de extincidn.
Cuando una especie se distribuye en poblaciones, la tarea es mas sencilla si la variacion
genética se distribuye uniformemente entre las mismas, ya que podriamos elegir entre
todas algunas para conservar. Cuando las poblaciones se encuentran diferenciadas
genéticamente, al elegir una o varias de ellas, necesariamente se perderd la variacion

genética de las otras poblaciones que no esta representada en las elegidas.

Para algunas especies, la poblacion entera puede consistir de una sola unidad
panmictica (no hay subdivisiones dentro de la poblacion, potencialmente todos los
individuos se pueden entrecruzar); otras pueden consistir de una serie de subpoblaciones,
cada una ampliamente aislada de otras subpoblaciones (el modelo de islas o el modelo
stepping-stone; figuras 1 y 2) y otras pueden consistir de una poblacion continua, pero los
individuos dentro de ésta intercambian genes solamente con los organismos
geograficamente proximos (el modelo de aislamiento por distancia) (Baverstok y Moritz,

1990).

Figura 1. Modelo de islas: en este modelo se considera que una poblacién grande esta
dividida en muchas subpoblaciones dispersas geograficamente, como islas en un
archipiélégo. Se supone que todas las subpoblaciones intercambian genes en la misma
magnitud, tal que la proporcion de migrantes que entra en cada subpoblacion cada
generacion es m. Suponiendo que existen k subpoblaciones, entonces la proporcion de
migrantes que entra de una poblacién a otra es de m(k-1) (Hedrick, 1983). Un ejemplo se

muestra en la siguiente figura, donde k=5.




Figura 2. Modelo stepping-stone. Cuando las poblaciones estdn organizadas en colonias
discretas o demos con migracion entre ellas y sélo existe migracion entre poblaciones
adyacentes. El modelo stepping-stone puede ser uni o bidimensional como se muestra en

la siguiente figura:

Unidimensional Bidimensional

1.6 Estimadores usados en Genética de Poblaciones.

1.6.1 Variacion genética.

Los indices mds utilizados para conocer la variacion genética dentro de una poblacién
son:

a) La proporcion de loci polimorficos. Se dice que un locus es polimoérfico si presenta
mas de un alelo. Puesto que en una poblacidn grande, virtualmente cada locus tiene mas
de un alelo presente, se toma un punto arbitrario para definir a un locus polimorfico
(Crow, 1986). Los criterios mas utilizados son el del 95 y 99%, es decir se dice que un
locus es polimérfico si el alelo mads comin no excede el 95 o el 99%, respectivamente
(Hedrick, 1983). Para estimar la proporcion de loci polimoérficos (P), para una poblacion,
se cuenta el nimero de loci que son polimoérficos y se calcula la proporcion de €stos con

respecto al total: P = x/m, donde x es el nimero de loci polimérficos de una muestra de



m loci (Hedrick, 1983). Este indice toma valores entre 0 y 1. Toma el valor de cero
cuando no existe variacion genética, y aumenta conforme al incremento de la variacién
genética, hasta llegar al valor de uno en donde todos los loci analizados son polimérficos
(Hartl y Clark, 1989).

b) La heterocigosis promedio esperada. La heterocigosis promedio esperada se refiere a
la proporcion estimada de locus que se espera sean heterdcigos en un individuo promedio
(H) (Hartl y Clark, 1989). Se puede definir para un locus como: H=1-X pf, donde pi
es cada una de las frecuencias alélicas para este locus (Hedrick, 1983). Este indice toma
valores que van de 0 a 1. Cuando no se presenta variacién en ninguno de los loci

estudiados toma el valor de O (Hartl y Clark, 1989).

c) El promedio del numero de alelos por locus A, y el promedio del nimero de alelos
efectivos Ap. A es simplemente el promedio de alelos por locus. Ap esta dado por la
formula: Ap = 1/(Z piz), donde p; es la frecuencia alélica del iésimo alelo de este locus.
Este indice toma en cuenta la abundancia de cada alelo, los muy raros tienen poco peso y

los comunes mucho (Hedrick, 1983).

1.6.2 Coeficiente de endogamia.

El grado de endogamia en una poblacion cominmente es medido por el coeficiente de
endogamia F de Wright (1921), el cual expresa la cantidad de heterocigosidad perdida
por el cruzamiento entre parientes (Mettler et al., 1988). El indice F, se define como:
F = 1 - (proporcién de heterdcigos observados/proporcion de heterécigos esperados).
Este indice tiene un valor de O si la poblacion se encuentra en el equilibrio de Hardy-
Weinberg, dado que la heterocigosis observada es igual a la heterocigosis esperada, y
puede tomar valores de -1 a +1. Es de -1 si existen exclusivamente individuos

heter6cigos en la poblacion y de +1 si s6lo se presentan individuos homécigos.
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ZEUGLOPTERA

Micropterigoidea

AGLOSSATA Agathiphagoidea

HETEEROBATHMIINA

Heterobathmioidea

DACNONYPHA

Eriocranoidea
QLosTA S IS S R A R S A Lophocoronoidea
Neopseustoidea Monotrysia (polillas)

MYOGLOSSATA

EXOPORIA

Mnesarchaeoidea +
NEOLEPIDOPTERA B
Hepialoide

Incurvarioidea
Nepticuloidea
Palaephatoidea
Tischerioidea
DITRYSIA

HETERONEURA

Figura 5. Cladograma de los principales linajes de Lepidoptera. (Scoble, 1992)

‘polillas pequefias”

Ditrysia inferiores
GEOMETROIDEA
————— URANIOIDEA
DITRYSIA ‘polillas grandes” —— DREPANOIDEA
—— AXIOIDEA
DITRYSIA superiore — CALLIDULOIDEA
— BOMBYCOIDEA
NOCTUOIDEA
mariposas diunas —— — HEDYLOIDEA
—— HESPERIOIDEA
RHOPALOCERA ——— PAPILIONOIDEA

Figura 6. Ubicacion de las mariposas diurnas dentro del orden Lepidoptera, sin intentar dar las relaciones filogenéticas entre las superfamilias (Scoble, 1992).
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Las proporciones genotipicas en poblaciones con diferentes niveles de endogamia
se presentan en el cuadro 1 y los valores de F calculados por varias generaciones de
endogamia se presentan en el cuadro 2. La férmula general de equilibrio de Wright, para
las proporciones genotipicas de los siguientes genotipos, AA : Aa : aa es, p2 + Fpq : 2pq
- F2pq : q2 + Fpq. Hay que notar que para una cantidad dada de endogamia, los
heterocigotos se reducen por F2pq, y la mitad de ésta se adiciona a cada uno de los

homocigotos. En una poblacion sin endogamia F es igual a cero.

Ademds de expresar la endogamia promedio de todos los miembros de una
poblacién en una generacion particular, el coeficiente de endogamia también es una
medida de la probable identidad alélica de un sélo individuo endogdmico. Por “identidad
alélica” se entiende que los dos alelos presentes en un organismo diploide son idénticos
por descendencia; es decir, que los dos gametos que forman el cigoto vienen de parientes

y portan alelos que son productos replicados de un solo gen en un ancestro comun.

Cuadro 1. Disminucion de la heterocigosidad bajo autofertilizacion sistemadtica,
empezando con una poblacidn en equilibrio (p = q = 1/2)*

Frecuencias genotipicas

Generaciones A/A Ala a/a q

1/4 172

3/8 172

7/16 172

15/32 1/2

31/64 1/2

1- (1/2)"*'12 1/2

1/2 1/2

la frecuencia alélica no cambia con endogamia cuando toda la progeme endogdmica se
considera en conjunto. El coeficiente de endogamia, F, se incrementa con las generaciones hasta
que todos los individuos son homécigos. Puesto que las frecuencias originales en cada alelo (p y
q) son de 1/2, en este caso, se espera que cuando la F sea igual a uno, las proporciones de las

dos clases de homécigos sean iguales (1/2). La aproximacién al valor de uno es mds lenta conforme el
proceso de endogamia transcurre en las generaciones. Tomado de Mettler et al., 1988.
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cuadro 2. Frecuencias genotipicas en poblaciones con apareamiento al azar, sin
endogamia, endogamia parcial, y fijacién completa (Mettler et al., 1988).
_endogal

Generaciones de endogamia Frecuencias genotipicas
'3 A/A Ala a/a
Ninguna (Hardy-Weinberg) F=0 p’ 2pq ¢

Una o mis (de acuerdo con la 1> F >0 p’+ Fpq 2pq-2Fpq q + Fpq
formula de equilibrio de Wright)

Nimero  infinito  (completa F =1 P’ + pq 0 q +pq
homocigosidad)

1.6.3. Estadisticos F de Wright.

Los estadisticos F son quizds la medida de diferenciacion de la poblacion mas
ampliamente usada; estdn basados en la particién de la varianza genética dentro y entre
las poblaciones, midiendo el grado de endogamia y aislamiento en términos de la
distribucién de la variacion genética (Costa y Ross, 1994). Estos estadisticos nos
permiten analizar las proporciones de heterocigotos en tres niveles jerdrquicos, dentro de

cada subpoblacion (F';s), entre subpoblaciones (Fsz), y en la poblacion en conjunto (F;r).

Una poblacién subdividida tiene tres distintos niveles de complejidad: individuos
(1), subpoblaciones (S) , y la poblacién total (7). En términos de heterocigosidad son: H;
= la heterocigosidad de un individuo en una subpoblacion, H; = la heterocigosidad
esperada de un individuo en una poblacion equivalente con apareamiento al azar, Hr =
la heterocigosidad esperada de un individuo en una poblacién total equivalente con
apareamiento al azar. H;es la heterocigosidad observada promediada a través de todas las
subpoblaciones. Hy representa el nivel de heterocigosidad que podria ser encontrado en
una subpoblacién si la subpoblacion tuviese apareamiento al azar. Hy representa cual
seria la heterocigosidad si todas las subpoblaciones fuesen puestas juntas y se aparearan al

azar.
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Para el caso de k subpoblaciones: H; = ZH,/k, si p;; es la frecuencia del i alelo,

en la subpoblacion s, y Hg es la heterocigosidad esperada en Hardy-Weinberg en la

I

subpoblacion s, entonces Hy =1 - Z pz‘.‘s donde la sumatoria es sobre todos los £ alelos.
H es el promedio de Hg tomado sobre todas las subpoblaciones. Finalmente si p; es la
frecuencia del alelo i, promediado sobre todas las subpoblaciones, entonces, Hy = 1 - £
Pzi . Los estadisticos F son calculados a partir de las frecuencias genotipicas en cada
locus. Frs mide la reduccion relativa de la heterocigosidad con respecto a la esperada bajo
apareamiento al azar. Frs = (Hg - H; )/ Hg , donde Hy y H; son las proporciones de
heterocigos promedio observada y esperada, respectivamente, dentro de la subpoblacion
(Hartl y Clark, 1989). Toma un valor positivo cuando la heterocigosidad observada es
menor que la esperada, o un valor negativo cuando hay un exceso de heterocigotos con

respecto al equilibrio Hardy-Weinberg.

F:;r mide la reduccién en la heterocigosidad de un individuo relativo a la
poblacion total; incluye la contribucién debida al apareamiento al azar dentro de las
subpoblaciones y la contribucion debida a la subdivision por si misma (F;; = (Hr- Hg )/
Hr , donde Hs es la heterocigosidad observada en la subpoblacion y Hy es la proporcion
de heterocigos esperada a nivel global. En términos simples, la F;; mide la
heterocigosidad de la poblacion total como si se hubiera convertido en una sola unidad

panmictica (Crow, 1986).

Fsr mide la fijacién relativa de alelos alternativos en diferentes subpoblaciones
comparando el promedio de las heterocigosidades de las subpoblaciones con la
heterocigosidad total esperada bajo apareamiento al azar. La magnitud de la Fs; por lo
tanto depende de la cantidad de divergencia entre las subpoblaciones en las frecuencias
alélicas Fs; = (Hy - Hy )/ Hy , donde Hg es la proporcion promedio de heterocigos

esperada en la subpoblacién y Hy es la proporcion de heterécigos promedio esperada a
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nivel global)(Wright, 1978; Hartl y Clark, 1989). Los estadisticos F estin relacionados
por la ecuacion (1-Frr) = (1-Fs)(1-Fs;) (Hartl y Clark, 1989).

Los estimadores F, theta y f (Weir y Cockerham, 1984) son equivalentes a F;r,
Fsr y Frs de Wright (1978), y pueden considerar la posibilidad de diferentes tamaifios de
muestra en términos de las poblaciones observadas, individuos muestreados, loci
registrados y alelos observados (Weir y Cockerham, 1984). Este modelo de muestreo
considera lo siguiente: un nimero de poblaciones r, del mismo tamafo, han descendido
en forma independiente de una sola poblacién ancestral que estaba en equilibrio de
ligamiento y en equilibrio Hardy-Weinberg. En consecuencia, las poblaciones se
mantienen en las mismas condiciones, y las diferencias observadas se deben al muestreo
genético entre generaciones y el muestreo estadistico de los individuos para observacion

(Weir y Cockerham, 1984).

1.6.4. Flujo génico, estimacion indirecta de N.m .

El flujo de genes es un componente fundamental de la estructura de las poblaciones
puesto que determina el grado en el cual cada poblacion local de una especie es una
unidad evolutiva independiente. Si existe gran cantidad de flujo de genes entre las
poblaciones, entonces las poblaciones en conjunto evolucionan juntas; pero si existe poco
flujo de genes cada poblacién evoluciona casi independientemente (Slatkin, 1994). El
nimero de migrantes entrando y saliendo de cada poblacidén por generacidon se denota
como N,m donde N, es el tamano efectivo de la poblacién y m es la tasa de migracién o
la proporcién de una poblacién que migra por generacion (Slatkin,l 1985b, 1987; Hartl y
Clark, 1989). Si N,m es mucho mayor a 1, el flujo de genes es superior a los efectos de
la deriva y previene la diferenciacion local. Si Nyn es mucho menor a 1, la deriva actia

en cada poblacidn.

El método mds usado para estimar el flujo de genes de forma indirecta es a partir

de la Fs; de Wright (Slatkin, 1994). Wright (1951) supuso un modelo de islas, en el
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cual un migrante de una poblacion es igualmente probable de moverse a cualquier otra
poblacion. En el equilibrio, Fsr ~ 1/(1 + 4Nm); de este resultado se puede obtener una
estimacion de N,m a partir de la Fs; calculada con base en las frecuencias alélicas: N,m =
1/4(1/ Fsr -1). Este método indirecto tiene la ventaja de incorporar todos los tipos de
dispersion (eventos comunes e inusuales) y el promedio efectivo de la dispersién en el

tiempo.

1.6.5. Aislamiento por distancia.

Un limitado flujo de genes entre las poblaciones permite la divergencia via deriva génica
y seleccion natural. Las consecuencias evolutivas de un flujo de genes limitado dependen
del nimero de propagulos que se mueven entre las poblaciones y de las relaciones
geograficas entre las poblaciones fuente y recipiente. En particular, la diferenciacion se
incrementa cuando los propagulos se mueven s6lo entre poblaciones proximas

(Hellerberg, 1994).

La frase “aislamiento por distancia” fue introducida por Sewall Wright (1943),
para describir la acumulacion de diferencias genéticas locales bajo dispersion
geograficamente restringida. Wright originalmente visualizO este proceso ocurriendo
dentro de poblaciones que se distribuyen de forma continua, pero un patron similar de
diferenciacion surge entre poblaciones discretas cuando sélo las poblaciones
inmediatamente adyacentes intercambian genes (el modelo “stepping stone”; Kimura y

Weiss, 1964; Hellerberg, 1994).

Recientemente, Slatkin (1991, 1993), encontré6 que la Fgr puede proveer
informacion mas detallada acerca del aislamiento por distancia. La clave es calcular la Fgr
por cada pareja de poblaciones muestreada y entonces usar el valor resultante para
obtener una estimacién de N,m (como se vio en el apartado anterior). Slatkin (1993),
denoté6 a esta estimacién como M y demostré que ésta depende de las distancias

geograficas entre pares de poblaciones. En un modelo stepping-stone unidimensional M
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~ 4N,m/k, donde k es la distancia que separa a dos poblaciones, y en un modelo stepping-

stone bidimensional, M ~ 4N,m/k"?

. Para distancias relativamente pequefias, este autor
demostré que para datos de frecuencias alélicas, puede calcularse el estadistico M [ﬁ =
(1/Fs~1)/4], y en poblaciones con dispersion restringida y en equilibrio génico, existe
una relacién decreciente simple entre M, calculado por parejas de poblaciones, y la
distancia geografica que separa a las poblaciones en cada pareja. En el modelo de islas,
en el equilibrio, este estadistico lﬁ, estima el producto de los pardmetros N, (tamaifio
efectivo de la poblacién) y m (tasa de migracion) y es una medida qtil del grado de flujo

génico entre dos poblaciones.

Para discernir entre diferentes procesos geogréficos de flujo génico de patrones
espaciales de diferenciacion, Slatkin y Maddison (1990) y Slatkin (1993) sugirieron el uso
de M. Las simulaciones de Slatkin y Maddison (1990) demostraron, junto con el trabajo
analitico de Slatkin (1991), que en un modelo stepping-stone unidimensional, la pendiente
esperada de la regresion del logaritmo en base diez de M M log,o) versus el logaritmo en
base diez de la distancia de separacion (dlogl0), es - 1; es decir, el flujo de genes entre
localidades se correlaciona inversamente con €l numero de pasos que separan a las
poblaciones. Bajo un modelo stepping-stone bidimensional, la pendiente esperada de la
regresion es aproximadamente - 0.5, es decir, el flujo de genes varia como el cuadrado

inverso del nimero de pasos que separan a las poblaciones.

1.6.6. Distancia e identidad genética.

Ademds de los estadisticos F de Wright, se pueden estimar la identidad y distancia
genética de las poblaciones para describir la estructura genética de las poblaciones. La
distancia genética es el grado de diferencias génicas entre poblaciones o especies medidos

por una cantidad numérica (Nei, 1987).

La identidad genética de Nei, I, la cual se puede definir como I = JU/(JJ}.)”Z,

donde J,, es la probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno de la poblaciéon X
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y otro de la Y (Jyy = 2 pupy). J y J, son las probabilidades de escoger un par idéntico
dentro de la poblacién (J, = £p’c y J, = Zp/; px ¥ Py son las frecuencias de los i
alelos en las poblaciones X y Y). A partir de la identidad / se puede obtener la distancia
genética de Nei (1972): D = -In (I). Las identidades y distancias se pueden obtener a
partir de pares de poblaciones o especies (Hedrick, 1983).

La distancia genética es el grado de diferenciacién gendmica entre pares de
poblaciones o especies (Nei, 1987). Nei (1972, 1978) propuso la medida de distancia
genética en la cual se puede estimar el nimero de substituciones de codones por locus
entre dos poblaciones. Utilizando esta medida de distancia Nei (1987), intentd relacionar
la dindmica de las frecuencias génicas en la poblacién, con la substituciéon de codones en
los genes. Es posible estimar el nimero de diferencias en codones por locus a partir de

los datos de polimorfismo electroforético.

El principio basico de este método es que cualquier diferencia alélica manifestada
en la movilidad electroforética, es causada por al menos una diferencia en codones a nivel
del gen y asi, el nimero promedio de diferencias de codones por locus puede ser
estimado a partir de datos de frecuencias alélicas. Puesto que este nimero es una medida
directa de las diferencias genéticas, un estadistico que mida estas diferencias es una buena
medida de la distancia genética. La estimacion del nimero de diferencias en codones
obtenidas por electroforesis es una medida se refiere a aquellas diferencias en codones

que son detectables por esta técnica.

La electroforesis detecta cerca de % ~ 1/3 de las substituciones de aminodcidos en
las proteinas, por lo que para estimar el nimero de diferencias en codones de estos datos,
debemos multiplicar las distancias genéticas obtenidas por 3 o 4. La distancia genética
puede tomar valores de 0 a infinito. Si las frecuencias alélicas son iguales, D serd igual a
cero, y su valor ird aumentando conforme las frecuencias alélicas se vayan diferenciando.
La identidad genética toma valores de 0 a 1; es de 1, si las poblaciones tienen frecuencias

alélicas idénticas y de cero si no comparten alelos (Nei, 1987).
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Para una proteina dada el nimero de substituciones de aminoé4cidos en un par de
especies se incrementa aproximadamente linearmente con el tiempo de divergencia de
dichas especies (Margoliash, 1963). El reloj molecular puede ser utilizado para obtener
estimaciones gruesas de los tiempos evolutivos de divergencia de varios organismos y
también para construir arboles evolutivos (Nei, 1987). Aunque mediante la electroforesis
solo se detecta una fraccion de los cambios de aminodcidos en las proteinas, se ha
mostrado que muchas poblaciones naturales tienen un alto grado de variacion genética a
nivel de proteinas (Harris, 1966; Lewontin y Hubb, 1966; Lewontin, 1974, 1991; Buth,
1984).

1.7 Filogenia:

1.7 1. Estructura genética y filogenia.

Hennig (1966) describidé el andlisis filogenético como un método que trata
fundamentalmente con la recuperacion de las relaciones descendientes entre los
organismos. Este autor hizo una distincion entre las relaciones que se dan entre
organismos de linajes separados genéticamente (filogenia) y las que se presentan entre
linajes que se entrecruzan o recombinan (tocogenia). Uno de los prerrequisitos para que
los dos linajes se consideren separados es que no exista flujo génico entre los organismos
que los conforman, es decir que existan barreras que impidan que exista el intercambio de
genes por lo que los diferentes linajes conforman diferentes especies. Templeton (1981)
clasifico a los procesos de especiacion en divergentes y transilentes. En la divergencia las
barreras evolucionan de manera continua (pero no necesariamente lenta) con alguna
forma de selecciéon natural siendo la fuerza evolutiva que conduce al aislamiento
reproductivo. La especiacion transilente involucra una discontinuidad en la cual alguna

clase de barrera selectiva es superada por otras fuerzas evolutivas (cuadro 3).
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En particular, aunque en todos los mecanismos de especiacion es importante la
estructura genética de la poblacion (cuadro 3), Templeton (1981) menciona su especial
importancia en la divergencia adaptativa. Este tipo de especiacion ocurre cuando la
poblacion se divide en dos subpoblaciones por barreras extrinsecas al flujo de genes (no
necesariamente  geograficas), tal que las dos pozas génicas evolucionan
independientemente. La estructura ancestral de la poblacién es un importante
determinante de la velocidad de divergencia. Si la poblacion ancestral esta ampliamente
distribuida y el flujo génico es limitado puede surgir un incipiente aislamiento
reproductivo entre las razas localmente adaptadas. La estructura de la poblacién también
es importante después de que la separacion ha ocurrido. Wright (1932) predijo que la
rapida divergencia adaptativa ocurre cuando la poblacion esta subdividida en pequefios

demos con un flujo restringido de genes entre ellos.

Cuadro 3. Tipos de especiacion (tomado de Templeton, 1981).

Tipo de especiacion Mecanismo bésico
1. Divergencia
a. Adaptativa Formacién de  barreras extrinsecas seguidas por
microevolucién independiente
b. Clinal Seleccidn sobre una clina* con aislamiento por distancia
c. Habitat Seleccion sobre hébitats multiples sin aislamiento por
distancia
2. Transilencia
a. Genética Efecto fundador causando una rdpida deriva en un sistema
genético previamente estable
b. Cromosomica El entrecruzamiento y la deriva causan la fijacion. de
mutaciones cromosomicas
¢. Mantenimiento de Hibridacion de especies parentales incompatibles seguida por
hibridos seleccion del mantenimiento del estado hibrido.

d. Recombinacion hibrida Hibridacion de especies parentales incompatibles seguida de
entrecruzamiento y  seleccion para  estabilizar  los
recombinantes.

* Este término se utiliza para describir a una caracteristica que cambia de forma continua
a lo largo de un gradiente (Huxley, 1939). Una clina esta formada por una serie de
poblaciones contiguas en las cuales una caracteristica dada cambia gradualmente (Mayr y
Ashlock, 1991).
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1.7.2 Filogenia como hipotesis evolutiva.

cuando inferimos una filogenia, hacemos una estimacién de una historia evolutiva
basados en la informacion disponible. El principal objetivo de los estudios filogenéticos
es el reconstruir la historia evolutiva de un grupo de organismos (Hillis, 1987). Esta
historia es una hipotesis de relaciones ancestro - descendiente (Swofford y Olsen, 1990).
Los estudios sobre las relaciones evolutivas entre los organismos tradicionalmente se han
hecho con base en la morfologia de los mismos (Hillis, 1987). En la actualidad, los datos
moleculares también han mostrado ser dtiles para inferir filogenias (aloenzimas,
hibridacion ADN-ADN, métodos inmunolégicos, analisis de fragmentos de restriccion y
secuenciacion de ADN; Buth, 1984; Li y Graur, 1991; Avise, 1994). Las diferentes
aproximaciones con distintos tipos de caracteres proveen informacion complementaria en
muchas ocasiones (Li y Graur, 1991). Asi por ejemplo, la informacion paleontoldgica es

la tnica que puede proveer el marco de tiempo para estos estudios (Li y Graur, 1991).

1.7.3 Fenética versus cladistica.

Una controversia en taxonomia ha sido la frecuente disputa entre los “cladistas” y los
“feneticistas”. El término cladismo puede ser definido como el estudio de las rutas de
evolucion. Los cladistas estan interesados en la historia evolutiva de un grupo y la
describen a través de la secuencia de ramificacién del arbol filogenético (Sneath y Sokal,
1973; Forey et al., 1995). La red que expresa tales relaciones ancestro-descendiente se
llama cladograma, es decir, se refiere a la topologia de un arbol filogenético con raiz (Li
y Graur, 1991). Los cladistas utilizan métodos de méxima parsimonia, los cuales

consisten en encontrar el arbol que contenga el menor nimero de cambios evolutivos.

Por otra parte, la fenética es el estudio de las relaciones entre grupos de
organismos con base en el grado de similitud entre ellos, sea esta similitud molecular,
fenotipica o anatomica. Sin embargo, hay varios métodos que se basan en el grado de
similitud o diferencias entre los taxa estudiados que no suponen una relacion directa

entre la similitud y las relaciones evolutivas (el método de distancia transformada y
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neighbor-joining), por lo que actualmente (en particular con caracteres moleculares) se
prefiere distinguir entre métodos de distancia y de parsimonia. Los métodos de distancia
utilizan matrices de distancia o similitud y los de parsimonia los caracteres y sus estados

(Liy Graur, 1991).

1.7.4 Métodos de distancia.

Estos métodos reducen los datos a una matriz de distancias entre taxa, y nos permiten
construir un arbol a partir de esa matriz. Se caracterizan por la utilizacién de matrices de
distancia mas que por sus objetivos o suposiciones bioldgicas (Maddison y Maddison,
1992). Tienen la ventaja de mantener la independencia de los alelos al transformar las

frecuencias alélicas en unidades de distancia genética.

Se han propuesto un gran nimero de medidas de distancia para transformar las
frecuencias alélicas y genotipicas a distancias genéticas (Wright, 1978). La distancia
cominmente usada es la de Nei (1972, 1978). La distancia genética de Nei intenta medir
el nimero de substituciones de codones por locus, que han ocurrido después de la
divergencia entre un par de poblaciones (taxa) (Swofford y Olsen, 1990). Esta
interpretacion es valida solo si la tasa de substitucion génica por locus es uniforme a
través de los loci y de los linajes (Hillis, 1984). Existen también varias formas de
agrupamiento a partir de las distancias genéticas; aqui describimos las que se utilizan

mas: UPGMA y el método de neighbor-joining.

UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic average). En el UPGMA se
busca en la matriz de distancia el elemento que presente la menor distancia, y los OTUs
involucrados se unen en un nodo interno que se dibuja en una posicion adecuada a lo
largo del eje de distancias. Cada vez que se selecciona un elemento de la matriz se
construye una nueva con un nimero de OTUs igual al anterior menos uno (puesto que se
toman en conjunto los OTUs que se han unido en el agrupamiento). Se revisa la matriz

nuevamente y se busca el siguiente elemento mas pequefio. En cada ciclo del proceso de
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agrupamiento, los OTUs son agrupados de acuerdo a la distancia promedio mds pequefia
de los taxa involucrados (Avise, 1994). La principal suposicion de este método de
agrupamiento, €s que la tasa de substitucion de genes es constante a lo largo de todas las

ramas del dendrograma (Nei, 1987; Avise, 1994) .

Neighbor-joining. [Este es un algoritmo para inferir un darbol aditivo. Estd
conceptualmente relacionado con el UPGMA, pero permite tasas desiguales de cambio
molecular entre las ramas. En términos practicos no supone que todos los linajes han
divergido en iguales cantidades. Esto lo hace construyendo en cada paso del anilisis una
matriz de distancias transformadas que tiene el efecto de ajustar la longitud de las ramas
entre cada par de nodos. El arbol se construye uniendo los pares de nodos menos

distantes en la matriz de distancias transformada (Swofford y Olsen, 1990; Avise, 1994).

Métodos Fitch-Margoliash (1967). El objetivo de estos métodos es encontrar el arbol el

cual minimice la siguiente suma de cuadrados:
suma de cuadrados = X X n;; (D;; - dij)2 "Dy

donde D es la distancia observada entre las especies i y j y d es la distancia esperada,
calculada como la suma de las longitudes de los segmentos de el arbol desde la especie y
hasta la especie j. Y n, es el nimero de veces que cada distancia ha sido replicada. En el
caso general a n se le da el valor de uno. Enel programa PHYLIP (Felsenstein, 1991),
tanto el método FITCH como el KITSCH, llevan a cabo la suma de cuadrados antes
descrita, pero el KITSCH supone “un reloj molecular” (tasas de cambio constantes a lo

largo de las ramas) y el FITCH no.

1.7.5 Métodos de parsimonia.

El principio de maxima parsimonia involucra la identificacion de un arbol que requiere el

minimo nimero de cambios evolutivos para explicar las diferencias observadas entre los
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raxa estudiados. Frecuentemente se encuentra mas de un drbol con el mismo nimero

minimo de cambios ( Felsenstein, 1983; Li y Graur, 1991).

Para inferir un arbol de mdxima parsimonia, se identifican los caracteres
informativos (es decir, aquellos caracteres que favorecen algunos drboles sobre otros).
Después, para cada éarbol posible se calcula el nimero minimo de cambios de cada
caracter informativo. Finalmente, se suma el nimero de cambios sobre todos los
caracteres informativos para cada arbol y se escogen los drboles con el menor niimero de
cambios evolutivos (transformacién de un estado de caracter a otro) requeridos para
explicar un conjunto de datos. Un arbol que minimiza el nimero total de pasos también
minimiza el nimero de pasos “extra” (homoplasias) necesarias para explicar los datos

(Maddison y Maddison, 1992).

1.7.5.1 Tipos de parsimonia.

Los métodos de parsimonia comprenden un grupo con varias suposiciones acerca de la
transformaciéon de los estados de caracter. Los algoritmos empleados con mayor

frecuencia y sus suposiciones son los siguientes:

a) Parsimonia de Wagner (Farris, 1970). Este enfoque permite la libre reversibilidad de
los estados de caracter en el arbol, con cambios en cualquier direcciéon igualmente
probables (Avise, 1994). Esta aproximacion es adecuada bajo la suposicion de que las
probabilidades de que un caracter cambie sean simétricas (i.e., la probabilidad de
transformacion del estado O al 1, sea equivalente al cambio del estado 1 al 0)(
Swofford y Olsen, 1990).

b) Parsimonia Dollo (Farris, 1977). Se permite que cada estado de caracter se origine
una sola vez en el drbol, y cualquier homoplasia requerida toma la forma de
reversiones a la condicién mds ancestral (i.e., paralelismos o convergencias no son
permitidos). (Swofford y Olsen, 1990). Este método es adecuado cuando las

probabilidades de cambio entre los estados de caracter son altamente asimétricas
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(Avise, 1994). Por ejemplo, puesto que una mutacién en cualquier nucleétido de un
sitio de restriccion elimina la enzima de reconocimiento, la pérdida de un sitio de
restriccion es mas probable que su ganancia (Templeton, 1983; Avise, 1994).

¢) Parsimonia Camin-Sokal (1965).Esta forma de parsimonia supone que todo cambio
es irreversible. El método no es muy usado con datos moleculares puesto que la

mayoria de los datos probablemente viola esta suposicion (Avise, 1994).

1.7.5.2 Confianza estadistica de los arboles.

Para estimar la confianza estadistica de una hipétesis filogenética obtenida mediante
cualquiera de los tres tipos de busquedas, se puede usar la técnica de “bootstrap” (Li y
Zharkikh, 1994), la cual es un método de remuestreo. El remuestreo se hace a partir del
conjunto original de datos. Los caracteres son remuestreados con reemplazamientos hasta
que el conjunto de datos tenga el tamano original, entonces se lleva a cabo la
reconstruccion del arbol. El nivel de confianza para una hipétesis filogenética, puede ser
estimado por el porcentaje de veces que la hipétesis es sustentada entre el nimero de

réplicas de “bootstrap”.

1.7.5.3 Arboles de consenso.

Una forma para resolver el problema de tener multiples arboles igualmente parsimoniosos
es construir arboles de consenso, éstos combinan la informacion contenida en dos o mas

diferentes arboles en uno solo.

a) Consenso estricto. Contiene solo aquellos grupos que aparecen en todos los arboles
rivales (Sokal y Rohlf, 1981; Page, 1989). Puede ser considerado el mas conservador
de las estimaciones de consenso. Si tenemos un drbol que hipotéticamente relaciona A
y B como mads cercanos entre si con respecto a C (fig. 3a), y otros dos arboles apoyan

la hipétesis de que B y C estdn mds estrechamente relacionados que con A (fig. 3by
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3c ), entonces el consenso estricto generard una tricotomia, es decir un arbol no
resuelto (fig. 3e).

b) Consenso de mayoria. Los drboles de consenso de mayoria operan con base en “la
regla de mayoria™ (Margush y McMorris, 1981). Los drboles de consenso pueden ser
inconsistentes con uno o mas de los arboles originales igualmente parsimoniosos. el
arbol de consenso de mayoria tendra la topologia de la mayoria de los drboles (fig. 3d)

(Wiley et al., 1991).

A B C A B CA B C A B C AWC
3a 3b 3c 3d 3e

Figura 3. Tres éarboles igualmente parsimoniosos (a-c), consenso de mayoria (d) y
estricto (e) para los taxa A, B, y C.

1.7.6 Filogenias con aloenzimas.

Durante los 70’s y 80’s, la forma predominante de analizar las aloenzimas consistia en
obtener una matriz de distancias y posteriormente realizar un andlisis de agrupamiento
(Swofford y Olsen, 1990). Con el desarrollo de los métodos basados en los estados de
caracter, se planted el usar las frecuencias de los alelos o su bresencia!ausencia. Cuando
los alelos se toman como caracter, su presencia/ausencia (Mickevich y Johnson, 1976) o
su frecuencia se toma como estados de caracter. Este procedimiento no cumple con la
suposicion de independencia de los caracteres. En el caso de las frecuencias alélicas en un
locus en un taxén dado, su suma debe ser igual a uno; si la frecuencia de un alelo
aumenta, disminuye la de otro. Esta propiedad conduce a problemas, por ejemplo,
cuando los alelos (usados como caracter) se someten a analisis de mdxima parsimonia, se

infiere frecuentemente que los ancestros no contienen alelos (codificacion
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presencia/ausencia) 0 la suma de las frecuencias no es igual a uno para algunos loci.

(figura 4).
(A)
Frecuencias alélicas Presencia /ausencia
Taxén a b c d e a b c d e
A 0.8 0 0 0 0.2 1 0 0 0 1
B 1.0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
C 0 0.5 0 0.5 0 0 1 0 1 0
D 0 0 1.0 0 0 0 0 1 0 0
E 0 0 1.0 0 0 0 0 1 0 0
(B)
A B C D
10001 10000 01010 00100
X
\ Y
00000
Z
00100 00100 E

Figura 4. Demostracion de uno de los problemas con la codificacion de “alelos
independientes”(A) Matriz resultante de las frecuencias alélicas y de la codificacion
presencia /ausencia (B) La reconstruccion mds parsimoniosa (tomado de Swoford, et al.,
1996).
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Si los alelos indicados en la figura 4a se codifican como presentes o ausentes y
son tratados como caracteres independientes, la forma mas parsimoniosa de
reconstruccion (bajo la parsimonia de Wagner) no asigna alelos al taxén ancestral Y. Un
ejemplo similar se presenta si se usa la frecuencia de los alelos en lugar de su presencia
/ausencia, en cuyo caso, la reconstruccién mdas parsimoniosa asigna a las frecuencias

ancestrales una suma menor de uno.

Dadas las dificultades antes mencionadas Buth (1984) apoyan una propuesta que
reconoce al locus como caracter y la composicion alélica en cada locus en el taxén (i.e.,
alelos o combinacion de alelos presente), como los estados de caracter. Por ejemplo, si
algunos de los taxa estdn fijos para el alelo a o para el alelo b, mientras que otros son
polimérficos para ambos alelos, entonces se reconocen tres estados: “solo a”, “solo b”, y
“a mds b”. Los estados de caracter resultantes se mantienen desordenados o se ordenan

en alguna progresion l6gica para su analisis subsecuente.

Rogers (1984, 1986) y Swofford y Berlocher (1987) han desarrollado métodos de
andlisis que usan las frecuencias de alelos observadas directamente, el analisis estd basado
en los caracteres y no requiere la recodificacion de los mismos. El método desarrollado
minimiza la cantidad total de cambios de las frecuencias en un arbol, y restringe el
arreglo de las frecuencias alélicas. Para un locus particular, exige que las frecuencias
alélicas en cada nodo interno, existan en el “espacio de las frecuencias alélicas” (en el
cual la suma de las frecuencias alélicas es igual a uno). Se pueden elegir diferentes

medidas de distancia.

Algunos autores (Mickevich y Johnson, 1976) consideran que la presencia o
ausencia de un alelo, tiene mayor importancia evolutiva que su frecuencia, puesto que
esta dltima estd sujeta a modificaciones por seleccion o deriva génica. En algunos casos,
se conoce que las frecuencias alélicas varian temporalmente sobre periodos de tiempo de
pocos afios, y esta observacion también ha sido utilizada para cuestionar la relevancia de

las frecuencias alélica en la filogenia (Crother, 1990).
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Swofford et al. (1996), argumentan que las frecuencias proveen una forma de
pesar la presencia/ausencia de alelos particulares. Por ejemplo, si un alelo fuese detectado
esporadicamente en los taxa analizados, pero nunca en frecuencias mayores a 0.04, se
dudaria respecto a la importancia de la presencia compartida de dicho alelo en esos taxa,
puesto que podria ficilmente estar presente en otros taxa con similares frecuencias, pero
no haberse detectado por un error de muestreo. Por otra parte un alelo que esta fijo o casi

fijo, es probablemente mas indicativo de relaciones.
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CAPITULO Il

LAS MARIPOSAS: CLASIFICACION, FILOGENIA, BIOLOGIA,
VARIACION Y ESTRUCTURA GENETICA.

INTRODUCCION.
2.1 Mariposas diurnas.

2.1.1 Clasificacion.

Linneo (1758), en la décima edicion del Systema Naturae, dio la primera gran
clasificacion del orden Lepidoptera. Linneo (1758), reconocié tres principales divisiones
de los Lepidoptera que son la base de los nombres de las cuatro actuales superfamilias:
Papilionoidea, Sphingoidea, Bombycoidea, Noctuoidea, Geometroidea, Tortricoidea,

Pyraloidea, Tineoidea y Alucitoidea.

Linneo basé su clasificacion en caracteristicas de las antenas y las alas,
particularmente la posicion de las alas en el momento de descanso de las mariposas, y en
si los insectos volaban de noche o de dia. Actualmente todavia se distinguen a las
mariposas que vuelan durante el dia o diurnas y a las que lo hacen principalmente durante

la noche (mariposas nocturnas o polillas).

Probablemente la principal contribucién al orden hecha posteriormente a Linneo
fue la de Borner (1925, 1939) quien propuso una division fundamental de los Lepidoptera
en Monotrysia y Ditrysia con base en la estructura de los genitales femeninos. Los
Monotrysia que incluyen solamente el 5% de los Lepidoptera no son un grupo
monofilético. Pero los Dytrisia que incluyen al 95% de los Lepidoptera, se reconocen

como un grupo natural (i.e. monofilético)(Scoble, figura 5 y 6).
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Los Dytrisia se distinguen por que las hembras presentan dos aberturas separadas
en sus genitales, una para el apareamiento y otra para la oviposicién. Dentro de los
Dytrisia se encuentran los Rhopalocera que incluyen a las mariposas diurnas (o

verdaderas mariposas) y que se considera un grupo monofilético (figura 6).

Asi vemos que el orden Lepidoptera, comprende a las mariposas que usualmente
vuelan al atardecer o durante la noche (polillas) y a las mariposas que vuelan durante las
horas de luz solar (mariposas diurnas). En lo subsecuente nos referiremos a las
mariposas diurnas como mariposas y a las nocturnas como polillas. En las figuras 5 y 6,
se muestran los principales linajes de los lepidopteros, se aprecia que una parte
substancial del orden lo conforman las polillas, en tanto que las mariposas diurnas
comprenden solamente cerca del diez por ciento del orden. Como vimos anteriormente,
el término “mariposa” se refiere a los Rhopalocera y es generalmente aplicado a los
miembros de las superfamilias Hesperioidea y Papilionoidea. Asi ropaldceros es
sinbnimo de mariposas. Los miembros de la superfamilia Hedyloidea también son
considerados mariposas por Scoble (1986), y al resto de las mariposas se les denomina
“polillas” o “mariposas nocturnas”. Es dificil dar una definicién clara de “mariposa” y
el problema se ha acentuado con la inclusion de la superfamilia Hedyloidea, la cual se
encontraba dentro de los Geometroidea. A continuacidbn se presentan algunas

caracteristicas de las mariposas que reflejan esta dificultad (New, 1991):

a) Las mariposas son activas durante el dia y las polillas son activas durante la noche.
Muy pocas mariposas son nocturnas, aunque algunos hespéridos y ninfalidos son
crepusculares.

b) Las mariposas nunca tienen antenas plumosas pero la masa antenal puede no estar
bien definida y puede estar representada tan sélo por un gradual engrosamiento
preapical. Ciertas polillas tienen antenas que se engrosan hacia la punta.

c¢) Cuando descansan las mariposas tienen sus alas cerradas verticalmente por arriba de
sus cuerpos. Las polillas cominmente extienden sus alas horizontalmente a lo largo de

sus cuerpos , sin embargo hay excepciones a ambas generalizaciones, en €l caso de las
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mariposas los hespéridos y algunos licénidos habitualmente extienden sus alas

ampliamente.

2.2 Filogenia.

A continuacion se presenta una propuesta de la filogenia de las mariposas, aunque existen

discrepancias en las relaciones o status de algunos grupos, por ejemplo, la familia

Hesperiidae estd considerada por Ackery, (1984) dentro de los Papilionoidea, en tanto

que Miller (1987) y Scoble (1992) la consideran aparte conformando la superfamilia

Hesperioidea (figuras 6 y 7).

RHOPALOCERA

HEDYLOIDEA

Hedylidae

HESPERIOIDEA Hesperiidae

PILIONOIDEA

Papilionidae

Pieridae

Lycaenidae

Nymphalidae

Figura 7. Filogenia de las familias de mariposas (Segun Ackery, 1984).

Pieridae

Pseudopontiinae Pseudopontia etc

Dismorphiinae

Pierinae

Coliadinae

Dismorphia
Enantia
Leptidea
elc.

Pieris

Euchole

Delias

Belenois

Catasticta
Colotis
elc.

Colias

Eurema

Nathalis
etc.

Figura 8. Filogenia de la familia Pieridae (Ehrlich y Ehrlich, 1967)
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2.3 Concepto de especie en mariposas.

De todas las categorias taxondmicas, la mas importante es la especie, considerada como
|a unidad bdsica en taxonomia, biologia evolutiva y ecologia (Crisci, 1994). Existen
varios conceptos de especie y cual de ellos usar es un problema todavia no resuelto. En
mariposas el concepto de especie generalmente empleado es el concepto de especie
biolégica, el cual se define como: Una especie es un grupo de poblaciones que se
entrecruzan naturalmente y estdn aislados reproductivamente de otros grupos de acuerdo
con Mayr (1963). Esta definicion es dificil de aplicar, puesto que no se realizan pruebas
de aislamiento reproductivo entre los individuos de diferentes poblaciones. El aislamiento
geografico se toma con frecuencia como prueba de aislamiento reproductivo, pues se
infiere que individuos de poblaciones muy distantes no tienen la posibilidad de entrar en

contacto fisico (New, 1991).

El concepto de especie evolutiva (Simpson, 1961), el cual es ampliamente usado
por los cladistas no ha sido muy utilizado. EI concepto fue modificado por Wiley (1978)
y estd definido como: wuna especie evolutiva es un linaje de poblaciones ancestro-
descendiente que mantiene su identidad de otros linajes y tiene su propio destino historico
y tendencias evolutivas (Wiley, 1978). El linaje se refiere a una serie de poblaciones que
comparten una historia de descendencia no compartida por otras poblaciones (Wiley,

1981).

En la préctica, las especies de mariposas se distinguen principalmente por las
estructuras genitales y los patrones de coloracion de las aias, siendo los patrones de
venacion alar importantes para la clasificacion a nivel de familia (Scoble, 1992). Los
ejemplares de museos han sido la materia prima para el estudio y descripcién de las
nuevas especies, a partir de su morfologia, aunque existen algunos ejemplos en los que se
ha intentado asignar un nuevo status taxonémico a través de las aloenzimas (Geiger y

Shapiro, 1986; Shapiro y Geiger, 1986).
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2.4 Biologia de poblaciones en mariposas.

La biologia de las poblaciones consiste de dos partes estrechamente interrelacionadas: la
demografica y la genética. La estructura demografica esta determinada por todos los
procesos asociados con el nacimiento, muerte y dispersién, incluyendo los sistemas de
apareamiento y de historias de vida (la historia de vida de un organismo estd compuesta
por sus patrones de crecimiento, diferenciacién celular, almacenamiento de energia y
reproduccion; Begon et al., 1986). La estructura genética es la forma en la cual se
distribuye la variacion genética dentro y entre poblaciones. Al describir la estructura
genética de las poblaciones, damos el primer paso para entender que fuerzas evolutivas
han prevalecido en la evolucién de las poblaciones de los organismos (Allendorf, 1983;
Slatkin, 1994).

Mientras que el éxito reproductivo en las hembras adultas de las mariposas
depende de su habilidad para localizar y usar sitios apropiados para la oviposicion, el de
los machos depende de su habilidad para encontrar y aparearse con hembras fértiles
(Shreeve, 1992). Para cumplir con este propésito los adultos deben utilizar los recursos
del habitat, tal como alimento y sitios de percha, y durante el proceso mantener una
adecuada reserva de calor para estar activos asi como para evadir a los depredadores. Asi,
el area ocupada por una poblacion de adultos debe consistir de al menos cuatro categorias
funcionales de hébitat: 4dreas de apareamiento, areas de oviposicion, dreas de forrajeo, y

refugios o areas de percheo.

Para algunas poblaciones estos recursos ocurren dentr6 de los habitats, pero para
la mayoria ellos estin en algin grado segregados, necesitando el movimiento de los
adultos dentro del habitat para el éxito reproductivo. Las conductas territoriales entre los
machos también pueden afectar el movimiento de los mismos. Todas las mariposas son
moviles, pero aquellas que se encuentran en héabitats donde todos sus requerimientos se
presentan juntos y cuyos hospederos son plantas perennes o permanecen durante varias
generaciones de mariposas tienden a ser sedentarias (como por ejemplo Satyrium pruni,
Cupido minimus). Estos individuos raramente se mueven de una colonia a otra. Dada su

baja movilidad estas especies tienen marcadas estructuras poblacionales. Por otro lado,
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especies como Pieris brassicae o Inachis io las cuales usan habitats temporales y plantas
hospederas de corta vida tienen estructuras mds abiertas. Las delimitaciones de las
poblaciones en estos casos son dificiles dado el movimiento de los adultos entre los

habitats (Shreeve, 1992).

El movimiento de los individuos de una poblacién a otra puede tener efectos
significativos en la estructura genética de las poblaciones. El movimiento a gran escala de
individuos fértiles puede resultar en el rompimiento del aislamiento genético. En
contraste la ausencia de flujo génico (con frecuencia como resultado de la fragmentacion
y destruccién del habitat) puede tener importantes consecuencias en la adaptacion local de
las poblaciones. El flujo génico es un componente principal en la estructura genética de
las poblaciones (como se puntualizé en la seccion 1.6.4 del capitulo I) puesto que
determina el grado en el cual cada poblacion local de una especie es una unidad evolutiva

independiente (Slatkin, 1985).

Por la gran importancia que tiene el flujo de genes entre las poblaciones éste se ha
intentado estimar en mariposas directamente a partir de las medidas de dispersion de los
adultos o indirectamente a través del estudio de la diferenciacion genética de las
poblaciones. A continuacion se dardn algunos ejemplos en donde se ha estudiado la
estructura demografica y/o genética en poblaciones de mariposas, asi como los niveles de

variacion encontrados en las mismas.

2.5 Niveles de heterocigosidad en mariposas.

Graur (1985), estudié los niveles de heterocigosidad en varios 6rdenes de insectos y en
algunos subérdenes (cuadro 4) y encontré que en promedio los himenopteros presentan
niveles de heterocigosidad esperadas menores que el resto de los insectos. Ademds,
encontré que los tres 6rdenes mds prosperos de insectos en la naturaleza, en términos del
nimero de especies y tamafios de las poblaciones, también son los mas variables

genéticamente a nivel de poblacién (Diptera, Coleoptera y Lepidoptera).
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Cuadro 4. Heterocigosis promedio esperada para insectos (tomada de Graur, 1985)

Categoria de insecto No. de especies “Hesp
Todos los insectos 188 0.107 (.005)
Excluyendo a Drosophila 157 0.101 (.006)
Diploidia

Excluyendo Drosophila 127 0.116 (.006)

Orthoptera 25 0.076 (.009)

Hemiptera 24 0.104 (.017)

Homoptera 6 0.098 (.026)

Heteroptera 18 0.107 (.022)

Coleoptera 5 0.191 (.032)

Lepidoptera 34 0.145 (.014)

Diptera 70 0.124 (.007)

Drosophila 31 0.135 (.011)

Otros dipteros 39 0.115 (.009)
Haplodiploidia

(Hymenoptera) 30 0.036 (.004)

Solitarias 14 0.045 (.005)

Avispas 10 0.048 (.005)

Abejas 3 0.047 (.012)

Eusociales 16 0.028 (.005)

Primitivas ’ 5 0.027 (.010)

Avispas 3 0.027 (.016)

Abejas 2 0.022 (.015)

Avanzadas 11 0.031 (.006)

Abejas 2 0.000 (.000)

Hormigas 9 0.034 (.006)

Todas las avispas 13 0.044 (.006)

Todas las abejas 7 0.026 (.010)

* los errores estdndar aparecen entre paréntesis

Kitching (1985) estudié mediante electroforesis en geles de almidén la variacion
aloenzimatica en doce especies de mariposas diurnas, la mayoria de ellas pertenecientes a la
familia Danainae (los datos obtenidos por este autor se incluyen en el cuadro 5). Kitching
(1985) encontré altos valores de heterocigosidad en la mayoria de las especies, y menciono
que éstos, pueden reflejar tamafios efectivos de poblacion altos, y en la unica especie que
presenté un valor promedio de heterocigosidad bajo (Danaus affinis, H = 0.04, cuadro 5)
propuso que se puede deber a un efecto fundador o a un cuello de botella reciente. Kitching
(1985), estudio a las poblaciones de Danaus plexippus anteriormente estudiadas por Eanes y
Koehn (1978), y encontr6 que con cinco afos de diferencia entre las recolectas, las

frecuencias alélicas promedio para todos los loci son muy similares en ambos
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estudios, por lo que €l supone que las causas de la estructura genética determinan una

estabilidad en las frecuencias aloenzimaticas.

Finalmente Kitching (1985), sugiere la existencia de una asociacion entre el irea de
distribucion de una especie y su grado de polimorfismo enzimatico. Entre mayor sea el irea
mayor cantidad de polimorfismo se encontrard, si la especie tiene amplia distribucién, las
poblaciones pueden estar en mayor o menor grado diferenciadas, provocando que en
conjunto la especie posea un mayor polimorfismo que en especies restringidas una 4rea
pequefia. En ese estudio este autor encontrd que las especies que ocurren en 4reas
geograficas amplias, sin formar razas locales o subespecies (D. chrysipus) tienen
heterocigosidades promedio mayores que aquellas especies que incluyen muchas razas

locales (D. affinis, Euploea mulciber). Es decir a mayor fragmentacién mayor polimorfismo

enzimatico.

En varios estudios se ha encontrado que especies de lepidopteros que presentan una
amplia area de distribucion, tienen heterocigosidades promedio altas (McKechnie et al.,
1975; Angevine y Brussard 1979; Daly y Greeg 1985; Pashley et al., 1985; cuadro 5), y

en algunos casos se ha encontrado cierto grado de fragmentacion y diferenciacion entre las

poblaciones (Pashley, et al., 1985).

Soulé planteo tres condiciones necesarias para que se presenten altos niveles de
heterocigosidad: 1) tamanos de poblacion altos, 2) un largo periodo de tiempo desde el
ultimo cuello de botella en la poblacion, y 3) una tasa de evolucion relativamente baja. Al
parecer estas condiciones se presentan en los lepidopteros que muestran altos niveles de

variacion genética (Brittnacher et al., 1978; Turner et al., 1979; Kitching, 1985).

Los bajos niveles de heterocigosidad reportados en algunas especies de lepidopteros,
se han encontrado en poblaciones que han experimentado una reduccion drastica de su
tamafo (Harrison et al., 1983; Kitching, 1985) o en poblaciones pequeiias (Britnahcer et
al., 1978). En otros casos en donde se ha reportado bajos niveles de variacion
aloenzimitica (Pahsley, 1983; Geiger y Shapiro 1986), el nimero de
individuosestudiados ha sido escaso (menos de 15 individuos) por lo que probablemente

los valores obtenidos estan sesgados y representan errores de muestreo.
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Cuadro 5. Algunos estimadores de la variacion genética en mariposas: porcentaje de loci polimorficos para 21 especies; heterocigosis promedio observadas
en 52 especies; heterocigosis promedio esperadas en 35 especies y coeficientes de endogamia (F ) en 16 especies. Entre paréntesis se muestra la desviacion

estandar de los promedios.

Especie # loci % P Hobs ﬁésp F Familia Superfamilia  Region Referencia

Heliothis zea 22 86 0.27 0.327 0.17 Noctuidae Noctuoidea EU Sluss et al., 1978

H. virescens 19 89 0.33 0.39 0.15 Noctuidae Noctuoidea EU Sluss et al., 1978
Speyeria adiaste 16 27.27  0.075 0.084 0.11 Nymphalidae Papilionoidea Costa Sur de California EU  Brittnacher et al., 1978
S. atlantis irene 16 45.45 0.067 0.089 0.25 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. callipe callipe 16 63.63 0.133  0.137 0.03  Nymphalidae Papilionoidea ggsta Norte de California Brittnacher et al., 1978
S. cybele leto 16 27.27 0.089 0.087 0.02 Nymphalidae Papilionoidea  Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. coronis coronis 16 4545 0.141 0.109 0.30 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. egleis egleis 16 54.54 0.133 0.126 0.055 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. hydaspe purpurascens 16 54.54 0.118 0.113 0.044 Nymphalidae Papilionoidea ggsfa Norte de California Brittnacher et al., 1978
S. mormonia arge 16 45.45 0.137 0.136 0.007 Nymphalidae Papilionoidea Brittnacher et al., 1978
S. nokimis apacheana 16 0.09 0.118 0.029 0.17 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. zerene zerene 16 54.54 0.137 0.106 0.02 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
Anthocaris julia 9 33 0.028 0.019 0.47 Pieridae Papilionoidea Geiger y Shapiro, 1986
A. sara 9 0.091 0.117 0.22 Pieridae Papilionoidea Geiger y Shapiro, 1986
A. stella 9 0.107 0.120 0.89 Pieridae Papilionoidea Geiger y Shapiro, 1986
Lymantria dispar 20 0.034 0.061 Lymantriidae Noctuoidea Harrison et al., 1983
Solenobia triquetrella 16 0.230 Tortricidae Tortricoidea Lokki et al., 1975
Clepsis clemensiana 15 0.131 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

C. persicana 15 0.155 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

Cydia caryana 15 0.101 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

C. lautiscula 15 0.031 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

C. membrosa 15 0.052 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

C. pomonella 15 0.145 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Ecdytolopha mana 15 0.000 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Pectinophora gossypiella 31 0.324 Tortricidae Tortricoidea Bartlett, 1981

Archips argyrospilus 15 0.112 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Argirotaenia quercifoliana 15 0.155 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Melissopus latiferreanus 15 0.125 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Ptycholoma peritana 15 0.118 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983

P. virescana 15 0.189 Tortricidae Tortricoidea Pashley, 1983
Choristoneura retiniana 18 0.164 Tortricidae Tortricoidea Stock y Castrovillo, 1981
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Continuacion del cuadro 5.

Especie # loci % P Hobs msp F Region Referencia

C. occidentalis 15-18 0.136 Tortricidae Tortricoidea Stock y Castrovillo, 1981
C. fumiferana 18 0.171 Tortricidae Tortricoidea Stock y Castrovillo, 1981
C. biennis 18 0.134 Tortricidae Tortricoidea Stock y Castrovillo, 1981
C. lambertiana 15 0.199 Tortricidae Tortricoidea Stock y Castrovillo, 1981
Speyeria zerene bremneri 16 36.36 0.104 Nymphalidae Papilionoidea ggﬂa Norte de California Brittnacher et al., 1978
S. zerene conchylatus 16 36.36 0.078 Nymphalidae Papilionoidea  Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
S. zerene 16 63.63 0.149 Nymphalidae Papilionoidea ggsta Norte de California Brittnacher et al., 1978
Speyeria liliana 16 54.54 0.146 Nymphalidae Papilionoidea g:}m Norte de California Brittnacher et al., 1978
S. snyden 16 45.45 0.094 Nymphalidae Papilionoidea Sierra Nevada EU Brittnacher et al., 1978
Boloria improba 25.6 0.0645 Nymphalidae Papilionoidea

Boloria titania 58.9 0.157 Nymphalidae Papilionoidea

Spodoptera frugiperda 22 71.2 0.150 Noctuidae Noctuoidea Pashley et al., 1985

A. Stella 0.26 Nymphalidae Papilionoidea Kenia Kitching, 1985

A. Stella 0.19 Nymphalidae Papilionoidea Tailandia Kitching, 1985
Acraea necoda 0.10 Nymphalidae Papilionoidea Etiopia Kitching, 1985
Euploea mulciber 0.11 Nymphalidae Papilionoidea Malasia Kitching, 1985
Parantica melaneus 0.15 Nymphalidae Papilionoidea Malasia Kitching, 1985
Parantica sita 0.10 Nymphalidae Papilionoidea Malasia Kitching, 1985
Tirumala petiverana 0.15 Nymphalidae Papilionoidea Nigeria Kitching, 1985
Danaus plexippus 0.17 Nymphalidae Papilionoidea Estados Unidos Kitching, 1985
Danaus plexippus 0.19 Nymphalidae Papilionoidea Australia Kitching, 1985
Danaus chysippus 0.23 Nymphalidae Papilionoidea Australia Kitching, 1985
Danaus chysippus 0.26 Nymphalidae Papilionoidea Kenia Kitching, 1985
Danaus chysippus 0.19 Nymphalidae Papilionoidea Tailandia Kiiching, 1985

D. genutia 0.23 Nymphalidae Papilionoidea Tailandia Kitching, 1985

D. melanippus 0.18 Nymphalidae Papilionoidea Malasia Kitching, 1985

D. philene 0.17 Nymphalidae Papilionoidea Kitching, 1985

D. affinis 0.04 Nymphalidae Papilionoidea Este de Malasia Kitching, 1985

D. gilippus 0.20 Nymphalidae Papilionoidea Kitching, 1985

D. chrysippus 0.23 Nymphalidae =~ Papilionoidea Africa Kitching, 1985
Heliothis armigera 26 0.11 Noctuidae Noctuoidea Australia Daly y Gregg, 1985
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Continuacion del cuadro 5.

Especie #loci %P Hobs Hesp F Region Referencia

H. punctigera 26 0.11 Noctuidae Noctuoidea Australia Daly y Gregg, 1985

Heliconius erato 0.24 Nymphalidae Papilionoidea Panam4, Trinidad y Oeste de  Turner et al., 1979
Ecuador

H. melpomene 0.15 Nymphalidae Papilionoidea Panami, Ty Oeste de Turner et al., 1979
Ecuador

H. aliphera 0.11 Nymphalidae,  Papilionoidea Panamiy Este de Ecuador  Turner et al., 1979

H. atthis 0.17 Nymphalidae Papilionoidea Oeste de Ecuador Turner et al., 1979

H. clysonymus 0.20 Nymphalidae Papilionoidea Oeste de Ecuador Turner et al., 1979

H . numata 0.12 Nymphalidae Papilionoidea  Venezuela y Este de Ecuador  Turner et al., 1979

H. sara 0.09 Nymphalidae Papilionoidea Panamd, Trinidad y Oeste de¢  Turner et al., 1979
Ecuador

Dryas iulia 0.14 Nymphalidae Papilionoidea Panamd, Trinidad, Este y Turner et al., 1979
Oeste de Ecuador

Euphydryas. editha 0.18 Nymphalidae Papilionoidea Centro de California McKechnie et al., 1975

E. chalcedona 0.26 Nymphalidae Papilionoidea Centro de California McKechnie et al., 1975

Lethe eurydice 0.17 Nymphalidae Papilionoidea Angevine y Brussard, 1979

Lethe appalachia 0.15 Nymphalidae Papilionoidea Angevine y Brussard, 1979

Promedios 0.143 0.139  0.193

(.061)  (.080)  (.224)
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En el cuadro seis se aprecia que el nimero de familias estudiadas tanto para las
mariposas como para las polillas es muy pequefio. De las tres superfamilias de
mariposas solo se ha estudiado una, y de las 37 superfamilias de polillas solo se ha
estudiado una. Las familias estudiadas para mariposas son Nyhmphalidae y Pieridae, y
para polillas son Noctuidae, Tortricidae y Lymantriidae. Aunque las heterocigosidades
promedio para todas las familias son grandes, en particular para la familia Noctuidae
los valores son muy altos (0.358); sin embargo hay que tomar en cuenta que el nimero

de especies estudiadas para esta familia es muy pequefio.

Cuadro 6. Algunos estimadores de la variacién genética en mariposas promedios por familia para el
porcentaje de loci polimérficos, heterocigosis promedio observadas, heterocigosis promedio esperadas y
coeficientes de endogamia (F ). Entre paréntesis se muestra la desviacion estindar de los promedios.

Familia Superfamilia | # sps # loci % P Hobs Hesp F
Pieridae Papilionoidea 3 — — .075 .085 .052
(.042) (.057) (.34)
Nymphalidae Papilionoidea 32 — — 167 — —
(.055)
Nymphalidae Papilionoidea 10 16 41.82 112 .101 .100
(0) (18.75) (.026) (.032) (.105)
Noctuidae Noctuoidea 2 20.5 87.5 3 .358 .16
(2.12) (2.12) (.042) (.014) (.044)
Tortricidae Noctuoidea 19 — — 141 — —
(.071)
Lymantriidae Noctuoidea 1 20 — .034 .061 —

2.6 Estructura genética en mariposas.

En los lepidopteros la estructura genética se ha estudiado principalmente en especies
econémicamente importantes como lo son las plagas de cultivos y algunas especies
migratorias (Pashley, 1985), aunque existen algunos estudios que han investigado las
bases selectivas para polimorfismos especificos y eventos de biogeografia y
especiacion de algunos grupos. La estructura genética de las poblaciones ha sido

inferida a partir de la distribucién geografica de las frecuencias alélicas.
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En la mariposa monarca (Danaus plexippus), la cual es migratoria, Eanes y Koehn
(1978) encontraron poca variacion espacial en las frecuencias alélicas. Eanes y Koehn
(1978) descubrieron que la estructura genética distintiva de las monarcas durante su
residencia en el noreste de Norte América (primavera) desaparece durante la
migracion. La mariposas migran a México para sobrevivir el otofio y el invierno, y
regresan a sus poblaciones originales en la primavera. La migracién anual mezcla

efectivamente las poblaciones y remueve cualquier diferenciacion local.

Pashley et al. (1985) publicaron un trabajo sobre la estructura genética de la
mariposa nocturna Spodoptera frugiperda. Esta polilla migra dentro del Este de los
Estados Unidos cada afo causando serios dafios a las cosechas. En ese trabajo se
encontré una heterogeneidad significativa entre las poblaciones del continente y la de
la isla de Puerto Rico. Como hipétesis para explicar dicha diferenciacion se
propusieron: 1) deriva génica debida a un cuello de botella en algin punto de la
historia reciente de la poblacion de Puerto Rico, 2) la diferenciacion genética de los
linajes hospederos causada por aislamiento reproductivo o efectos selectivos de los
diferentes hospederos, y 3) carencia de flujo génico entre las poblaciones de Puerto

Rico y el continente.

Britten y Brussard (1991), estudiaron las frecuencias génicas a través del drea de
distribucion de dos especies de mariposas, Boloria improba y B. acrocnema, en el
Oeste de Norteamérica con el fin de desarrollar hipétesis sobre los posibles eventos
biogeograficos que dieron origen a los procesos de especiacion en el grupo. Estos
autores encontraron que la distribucién de las mariposas en el grupo B. improba es €l
resultado de dos procesos biogeograficos: 1) un evento vicariante en el cual los
principales glaciares de Norteamérica separaron las poblaciones ancestrales, y 2) la
subsecuente dispersiéon dentro de nuevos habitats después que los glaciares
desaparecieron. Después de comparar sus resultados con datos geolégicos Yy

palinolégicos, pudieron estimar cronolégicamente el tiempo aproximado que tomaron
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dichos eventos, calculando que la especiacién de B. acrocnema tuvo lugar dentro de
un periodo de 18,000 a 20,000 afios. En este estudio también se dan propuestas de
conservacion. Asi, se proponen experimentos de transplante de hdbitat que podrian
intentar establecer nuevas colonias de B. acrocnema. Se postula también que los altos
niveles de similitud genética entre los miembros del clado podrian indicar cuales

poblaciones pueden ser las mejores para dar propagulos exitosos de B. acrocnema.

2.7 Estimaciones del flujo génico en mariposas.

2.7.1 Métodos directos.

La capacidad de dispersion de las poblaciones animales tradicionalmente ha sido
estudiada utilizando las técnicas de captura-recaptura (Blower et. al., 1981) y las
mariposas no han sido la excepciéon. En el estudio de la dispersion los métodos
directos son aquellos que usan las observaciones actuales de los movimientos de los
individuos, mientras que los métodos indirectos utilizan los datos genéticos para inferir
el movimiento (Slatkin, 1994). Los estudios de marcado-liberacion-recaptura (o de
captura-recaptura) pueden dar estimaciones de la distancia promedio entre dos puntos,
el de liberacién y el de recaptura. Estas estimaciones de distancias de dispersion se
pueden convertir en estimaciones del flujo génico si se supone que los individuos que
se dispersan tienen la misma oportunidad de aparearse que los residentes (Slatkin,
1994). Los métodos directos para estudiar el flujo génico tienen la ventaja de estar
basados en observaciones actuales (Roderick, 1996), sin embargo tienen algunas

desventajas :

1) La dispersion puede no ser un buen indicador del flujo génico (Endler, 1979;
Levin, 1981). Las medidas de la emigracion pueden tender a sobrestimar el flujo de
genes, puesto que los emigrantes no solo deben llegar a otros sitios, sino que tienen
que reproducirse en ellos para contribuir al flujo (Ehrlich & Raven, 1969; Endler,
1979; Slatkin, 1987).
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o
2) Al medir el movimiento de los individuos durante un intervalo de tiempo, estos
métodos pueden fallar y no incluir eventos poco comunes, tales como el fomento de la
emigracion debido a sequias severas o la destruccion de las plantas de alimentacién u
hospederas, por lo que pueden subestimar el flujo de genes promedio a largo plazo,
(Pashley et al., 1985).

3) Estos métodos tampoco son adecuados cuando la probabilidad de recaptura es baja
(animales muy pequefios o animales con una alta densidad en sus poblaciones).

4) Son relativamente costosos, tardados y practicamente imposibles de llevar a cabo en
poblaciones grandes distribuidas sobre dreas geogrificas amplias (Pashley, et al.,

1985; Richardson et. al., 1986; Baverstok y Moritz, 1990).

2.7.2 Métodos indirectos.

En contraste con los métodos directos, los indirectos no estin basados en la dispersion
de los organismos, sino en la similitud genética entre las poblaciones. Ellos permiten
la estimacion del nivel promedio de flujo de genes a partir de un modelo matematico
de la interaccion del flujo génico y otras fuerzas para predecir cuanto del flujo de
genes debe estar ocurriendo para generar los patrones de datos observados en el
presente (Slatkin, 1994). Cuando se comparan las estimaciones obtenidas a partir de
los métodos directos e indirectos no siempre hay coincidencias. Ese es el caso de la
mariposa Euphydryas editha, se han reportado niveles de dispersion de restringidos
(Ehrlich, 1961) a moderados (Gilbert y Singer, 1973), en diferentes localidades; sin

embargo las estimaciones indirectas indican altos niveles de flujo génico.

Ehrlich y sus colaboradores han reiterado que el flujo de genes en E. editha es de
poca importancia para determinar las frecuencias génicas (Ehrlich et al., 1975,
McKechnie et al., 1975). De acuerdo con McKechnie et al. (1975) y a la teoria de
genética de poblaciones (Hartl y Clark, 1989), los altos valores de Fsr (0.118)

reportados para E. editha, nos indican diferenciacion entre las poblaciones; la
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diferenciacion segun estos autores se debe a la ausencia de flujo génico y a la

seleccion natural.

Por otra parte, Slatkin (1985b), al retomar los datos electroforéticos de
McKechnie et al. (1975) para esta especie, estim6 que el valor de Nyn es de 3.7, lo
que indicaria que el flujo de genes es alto y tiende a homogeneizar las poblaciones
locales de esta especie. De acuerdo con Slatkin (1985b), si existiera selecciéon a favor
de los heterocigotos, esto se reflejaria en un exceso de ellos, lo cual no se presenta.
Las discrepancias en este caso, segin Slatkin, se pueden deber a los fenémenos de
extincion y recolonizacién que han ocurrido en algunas poblaciones de esta especie,
por condiciones de sequia inusuales. Los métodos indirectos, en este caso, pueden
revelar los niveles de flujo génico reales. Slatkin (1985b) enfatiz6 que hay que

estudiar mas estos fendmenos para llegar a conclusiones generales.

En la mariposa nocturna Plutella xylostella, tanto los métodos directos como los
indirectos para estimar el flujo génico mostraron ser consistentes, sugiriendo que existe
un flujo de genes substancial entre las poblaciones de las islas de Hawaii (Caprio y

Tabashnik, 1992).

Pashley et al. (1985), muestran un cuadro comparativo de los valores de Fsr en
algunas especies de lepidopteros, los valores estimados para este estadistico van de
0.006 a 0.118 (cuadro 7). Los valores bajos de Fs; en la mariposa monarca se explican
por la estructura de apareamiento durante la migracién. Los valores bajos encontrados
en Alabama argillacea, Spodoptera exempta, Pieris rapae, y Anticarsia gemmatalis,
de acuerdo con estos autores, sugieren niveles de entrecruzamiento altos entre las
poblaciones muestreadas. En el cuadro 7 también se presentan las estimaciones de Fsr
obtenidas en otros trabajos, tanto de insectos en general como de lepidopteros, en
donde se aprecia que en dipteros, lepidopteros y coledpteros los valores son muy

similares y estdn en el intervalo de 0.007 a 0.154. En hemipteros s6lo se muestra un
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caso que también cae dentro de tal intervalo, para himendpteros se presentan valores

relativamente altos (0.294 - 0.380) comparados con el resto de los insectos.

Cuadro 7 . Valores del estadistico Fsr de Wright estimado para 38 especies de insectos

Especies Fsr Region Referencia

Diptera

D. robusta 0.055 Este y Centro de EU citado en Eanes y Koehn (1978)

Musca autumnalis 0.023 Bryant et al (1981)

Rhagoletis completa 0.007 Berlocher (1984)

(rango nativo)

R. completa (rango 0.054 Berlocher (1984)

introducido)

Prosimulium fuscum 0.003 Synder y Linton (1984)

P. mixtum 0.096 Synder y Linton (1984)

Drosophila willistoni 0.022 citado en Ayala (1982)

D. pseudoobscura 0.028 Este de EU citado en Ayala (1982)

D. equinoxialis 0.029 citado en Ayala (1982)

D. obscura 0.067 citado en Ayala (1982)

D. pavani 0.126 citado en Ayala (1982)

D. melanogaster 0.044 Este de EU citado en Eanes y Koehn (1978)

PROMEDIO 0.046 (.036)

Lepidoptera

Danaus plexippus 0.009 Este de EU Eanes y Koehn (1978)

D. plexippus 0.032 Australia Hughes y Zalucki (1984)

D. plexippus 0.0069 Australia Zalucki et al., (1987)

Spodoptera frugiperda  0.084 Caribe, México, Este de EU  Pashley et al., (1985)

S. exempta 0.006 Kenia, Tanzania, Zimbaue  Den Boer (1978)

Alabama argillacea 0.007 México, Brasil Pashley et al., (1985)

Pieris rapae 0.014 EU continental citado en Eanes y Koehn (1978)

Anticarsia gemmatalis 0.021 Este de EU, México Pashley et al., (1985)

Heliothis virescens 0.048 Sureste y Oeste de EU, citado en Pashley et al., (1985)
Noreste de México

Cydia pomonella 0.066 ifﬁ;: -l Europa, EUy Sluss y Graham (1979), Pashley (1980)

usl 13

Euphydryas chalcedona  0.090 Centro de California Eanes y Koehn (1978)

E. editha 0.118 Centro de California Eanes y Koehn (1978)

E. editha 0.064 valor Fst reestimado por Slatkin 1985

Plutella xylostella 0.038 Gst Caprio y Tabashnik 1992

Plutella xylostella 0.029 thetha Caprio y Tabashnik 1992

Plutella xylostella 0.028 Fst Wright Caprio y Tabashnik 1992

Boloria acrocnema 0.002 Britten y Brussard (1991)

Erebia embla 0.02 Dowes y Stille (1988)

Euphilotes enoptes 0.007-0.3 EU Peterson, 1995

Pectinophora scutigera  0.03 Australia Hughes et al., (1989)

P. napi 0.0226 Europa Porter y Geiger, 1995

P. bryoninae 0.0277 Europa Porter y Geiger, 1995

P. meridionalis 0.0052 Europa Porter y Geiger, 1995

P. britannica 0.1322 Gran Bretafia Porter y Geiger, 1995

P. adalwinda 0.1010 Europa Porter y Geiger, 1995

PROMEDIO 0.04 (.035)
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Continuacion del cuadro 7.

_Especies Esr Regién Referencia
Coleoptera
Dendroctonus 0.030 Stock et al., (1984)
ponderosae
D. frontalis 0.068 Anderson et al., (1979)
Ips calligraphus 0.011 Anderson et al., (1979)
Diabrotica baberi 0.098 McDonald et al., (1985)
Lepinotarsa 0.068 Jacobson y Hsiao (1983)
decemlineata
Pissodes strobi 0.098 Phillips y Lanier (1985)
Tetraopes 0.154 McCauley y Eanes (1987)
tetraophthalmus
PROMEDIO 0.075 (.047)
Hemiptera
Limnoporous 0.082 Zera (1981)
canaliculatus
Hymenoptera
Rhytidoponera confusa  0.294 Ward (1980)
R. chalybaea 0.380 Ward (1980)
PROMEDIO 0.337 (0.60)

Hughes y Zalucki (1984) y Zalucki et al. (1987), estudiaron los niveles de
flujo génico en poblaciones de la mariposa monarca en Australia. La mariposa monarca
fue introducida en Australia alrededor de 1870, y estableci6 un patron anual de
reproduccion, expansion del area de distribucion y contraccién. Hughes y Zalucki (1984)
estudiaron una poblacion durante la primavera en el sureste de Queensland (Australia).
Estos autores consideraron a esta poblacion como estructurada en subpoblaciones (Fsr
=0.032). Propusieron que la diferenciacion entre las subpoblaciones o parches se puede
deber a seleccion de los parches dependiendo del genotipo, pero no extendieron ese
estudio para comprobar si efectivamente existe un comportamiento diferencial entre los
diferentes genotipos con respecto al tipo de parche (que puede tener preferentemente
plantas jévenes o viejas). Los tres loci que mostraron diferencias significativas entre los
sitios también exhibieron diferencias entre los sexos, y sugirieron que pueden estar
actuando diferentes presiones de seleccion para hembras y machos (los genes estudiados

no se encuentran ligados al sexo).
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Posteriormente Zalucki et al. (1987), estudiaron la misma poblacién de
Queensland durante la primavera (Fg; = 0.0073) y el verano (Fg; = 0.0065). Estos
autores hallaron altos niveles de flujo génico en ambas estaciones, y ademds encontraron
que las condiciones ambientales influencian las frecuencias de genotipos particulares en
hembras y machos. Hay diferencias entre los genotipos en tiempos de actividad de vuelo,
debido a diferencias de sus enzimas a temperaturas extremas. Desafortunadamente, los
dos estudios no son directamente comparables porque en el primero (Hughes y Zalucki,
1984) se estudiaron cuatro loci y en el segundo (Zalucki et al., 1987) se estudiaron dos de
los cuatro anteriormente estudiados, ademads los sitios de estudio no fueron exactamente
los mismos y se estudiaron a una escala diferente (las distancias entre las localidades en el

segundo estudio fueron menores).

Sin embargo, Zalucki et al. (1987) mencionan que ambos trabajos sugieren que
existen grandes cambios de la variacion genética afio con afo y estacion con estacion. Asi
mismo estos autores (Zalucki et al., 1987) mencionan que las condiciones ambientales en
el momento de la colecta son muy importantes, ya que a diferentes horas del dia estan
activos diferentes genotipos, por lo que las estimaciones pueden estar sesgadas de acuerdo
a la hora del dia y las condiciones ambientales en las que se recolectaron los individuos.
En otros trabajos también se han reportado diferencias en las frecuencias de los genotipos
dependiendo de las condiciones ambientales (Watt, 1977), que podrian conducir a la
observacion de diferencias entre sitios si se recolectasen en dias con condiciones

ambientales contrastantes.

2.8 Polimorfismos enzimdticos y seleccion.

Varios investigadores han estudiado el significado adaptativo de la variacion
aloenzimdtica en animales, investigando las diferencias bioquimicas y fisiologicas entre

genotipos (Brakefield y Shreeve, 1992).
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En mariposas, el estudio mds detallado realizado en una enzima es el de Watt y
sus colaboradores en la fosfoglucosa isomerasa (PGI), esta enzima convierte la fructosa-
6-fosfato a glucosa-6-fosfato y viceversa por lo que juega un papel muy importante en el
abastecimiento de estos metabolitos del néctar (Watt, 1983; Watt et al., 1985, 1986) .

Watt, investigo las posibles diferencias funcionales y ecoldgicas entre aloenzimas.

Watt (1977) descubrié que se presentan de cuatro a seis alelos de PGI en varias
poblaciones naturales de Colias e identific6 diferencias funcionales entre las enzimas
codificadas por diferentes alelos, las cuales se correlacionaban con su estabilidad al calor
y su funcion cinética o eficiencia en la catélisis. Estas diferencias fueron consistentes con
la frecuencia de alelos. Asi, ciertas aloenzimas sensibles al calor se encontraron con
mayor frecuencia en poblaciones de C. meadii de la tundra, en donde el
sobrecalentamiento de los adultos es muy raro, en tanto que las aloenzimas relativamente
resistentes al calor son comunes en poblaciones de C. alexandra pertenecientes a

Colorado, en donde el verano es muy calido.

Watt (1986), demostr6 que existian diferencias en sobrevivencia, actividad de
vuelo y éxito reproductivo entre los diferentes genotipos. La direcciéon de las diferencias
entre genotipos varia con la temperatura, por ejemplo, ciertos heterécigos los cuales son
cinéticamente mas efectivos a bajas temperaturas comienzan a volar més temprano en el
dia y son mas activos en un periodo de tiempo mas amplio que otros genotipos, estos
machos también tienden a obtener mayor nimero de apareamientos. A altas temperaturas
sin embargo estos genotipos sobreviven menos que los térmicamente estables. Los
resultados sugieren que la ventaja del heterécigo en combinacion con los cambios en la
seleccion asociados con fluctuaciones temporales en el ambiente son responsables del

mantenimiento del polimorfismo de esta enzima (Watt, 1983; Watt et al., 1985, 1986).
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2.9 Distancias genéticas en mariposas y algunos insectos.

Los datos aloenzimaticos han sido utilizados para esclarecer relaciones genealdgicas entre

especies asi como para definir su status taxonémico (Richmond y Page, 1995). En el caso

de las mariposas se ha utilizado la distancia genética en estudios de sistematica, llegando

incluso a postular nuevas especies a partir de poblaciones muy diferenciadas

genéticamente (Geiger y Shapiro, 1986; Pashley et al., 1990). En el cuadro ocho se

muestran algunos valores obtenidos en lepidopteros y algunos insectos, entre poblaciones,

subespecies, especies y subfamilias.

Cuadro 8. Distancias genéticas de Nei, entre poblaciones, subespecies, especies y géneros en lepidépteros y

Drosophila..
Taxa No. de No. D Referencia
taxa de loci

A. Poblaciones #pob
Plutella xylostella 15 4 :01-.31 Caprio y Tabashnik, 1992
Euphydryas editha 41 19 .001-.12 Baughman et al., 1990
Anthocaris sara 8 20 000-.17 Geiger y Shapiro, 1986**
*Drosophila willistoni (grupo) 31 .008-.049 Ayalaet al., 1974
B. Subespecies
Speyeria zerene 4 16 018 Brittnacher et al., 1978.
Speyeria callipe 2 16 .017 Brittnacher et al., 1978.
Speyeria coronis 2 16 .071 Brittnacher et al., 1978.
Euphydryas editha 3 28 .03 Brussard et al., 1985
E. anicia 2 28 .036 Brussard et al., 1985
E. chalcedona 3 28 .078 Brussard et al., 1985
E. phaeton 2 28 .009 Brussard et al., 1985
E. phaeton 2 25 .033 Vawter y Wright, 1986
Pieris napi-bryoniae 2 20 .008 Geiger, 1981
C. Especies
*Drosophila

Especies hermanas

grupo willistoni - 31 .54 + .05 Ayalaet al., 1974
pseudoobscura vs persimilis 2 24 .05 Prakash, 1969

Especies no hermanas

grupo obscura 5 68 .29-.99 Cabrera et al., 1983
Speyeria 15 16 0.182 + .013 Brittnacher et al., 1978
Lethe 2 7 0.145 Angevine y Brussard, 1979
Diatrea 2 14 0.36 Pashley et al., 1990
Lethe 2 7 0.145 Angevine y Brussard, 1979
Pieris 2 20 0.12 Geiger, 1981
Pontia 2 23 .08 Shapiro y Geiger, 1986
Vanessa 2 22 0.157 Shapiro y Geiger, 1989
Callosamia 3 18 0.22 Johnson et. al., 1996
complejo Coenonympha tullia 4 21 0.034 Porter y Geiger, 1988
especies hermanas de Diatrea 2 14 0.36 Pashley et al., 1990
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A

Continuacién del cuadro 8.

Taxa No.de No.
taxa de loci

Referencia

especies hermanas de Diorytria 4 12 0.074
D. Géneros
Planotortrix excessana y 2 2 535

Crenopseustis obliquana
E. Subfamilias
Pieridae 4 20 0.755

Richmond y Page, 1995

White y Lambert, 1994

Geiger, 1981

las especies que no tienen ninguna marca corresponden a lepidépteros

* especies de dipteros

** estos autores a partir de las distancias genéticsa obtenidas propusieron que se separara

en tres especies a Anthocaris sara.
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CAPITULO Il

HISTORIA NATURAL, SISTEMATICA, DISTRIBUCION Y FILOGENIA
DEL COMPLEJO “JETHYS”

3.0 INTRODUCCION.

3.1 Origen del complejo “jethys”.

El complejo “jethys” pertenece al género Enantia de la tribu' Dismorphiini
(Dismorphiinae-Pieridae). Los Dismorphiini son un grupo antiguo y tal vez se originaron
entre el Paleoceno y el Eoceno. Con el progreso de la deriva continental los
Dismorphiinae quedaron disyuntos, unos en la Region Paledrtica y otros en la
Neotropical. El aislamiento de los Dismorphiini en la Regién Neotropical ocurrid
durante casi todo el Cenozoico (Llorente, 1984; cuadro 9). El origen de este grupo en
México no se extiende mds alld de finales del Mioceno. Segun Llorente (1984) los
Dismorphiini en México han seguido dos rutas de dispersion, una por tierras bajas
(Neotropical Tipico) y otra por tierras de altitud media (Mesoamericano de Montafa). En
cada una de ellas las comunidades de mariposas que los siguen estin mds 0 menos
ligadas a las comunidades de selva alta perennifolia y bosque mesofilo de montana,

respectivamente (Llorente, 1984).

Los Dismorphiini se encuentran representados en México por los siguientes géneros:
Pseudopieris, Enantia, Lieinix y Dismorphia. Las larvas de esta tribu estin estrechamente
ligadas a la planta hospedera de sus larvas, Inga (género de leguminosas considerado como
primitivo: Hutchinson, 1969) y géneros cercanos (Calliandia por ejemplo, Llorente com.
pers.). Los adultos generalmente se alimentan de diversos géneros de Compositae que crecen

en los claros o en la periferia de las comunidades forestales.

1 Se denomina tribu a la categoria taxonémica entre género y subfamilia (Mayr y Ashlock, 1991)
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Cuadro 9. Aparicion de los Dismorphiinae.

fpoca Millones de afios
Reciente
3 .01
Cuaternario .
Pleistoceno
Dismorphiini en México
Plioceno
5—
Cenozoico Mioceno
24
e Oli
Terciario L 37 Diversificacion de los
- Dismorphiini
Eoceno
54
SRS 65 probable origen de los
Dismorphiininae
Cretacico
144
Mesozoico | Jurdsico 53
Triasico
248

Escala de tiempo, a partir de Harland et. al., 1982.
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3.2 Sistematica del complejo “jethys”.

La sistematica de las mariposas ha sido ampliamente estudiada,, siendo los Pieridae una de
las familias de mariposas mejor conocidas. A pesar de esto, existen puntos de vista
divergentes sobre las relaciones y status de varios taxa a diferentes rangos jerarquicos

(Geiger, 1981).

Segun Klots (1933), Ehrlich (1958), y Lamas (1979), los Dismorphiinae constituyen
una subfamilia de los Pieridae mas primitivos, la cual se reconoce hoy por los géneros
Leptidea Dalman, Pseudopieris G. & S., Enantia Huebner, Lieinix Gray, Dismorphia
Huebner, Moschoneura Butler y Patia Klots. El primero forma la tribu Leptideini es de
afinidad paleartica y el resto (Dismorphiini) tiene sus areas de distribucién en la Regién

Neotropical, de la que son caracteristicos.

En México se encuentran representados los cuatro primeros de filiacion neotropical,
segun Hoffmann (1940) y Lamas (1979). De acuerdo con Llorente (1984), en México
existen once especies de Dismorphiini, repartidas en los cuatro géneros antes mencionados,
siendo éstas: Pseudopieris nehemia Boisduval, Enantia licinia Huebner, Enantia albania,
Bates Enantia mazai, Enantia jethys Boisduval, Lieinix nemesis Latreille,, Lieinix lala G.
y S., Dismorphia amphiona Cramer, Dismorphia euone Doubleday, Dismorphia crisia
Drury y Dismorphia theucharila Doubleday. De acuerdo con De la Maza (1985) existe una

especie mas: Lieinix neblina de Atoyac Guerrero (México).

De acuerdo con Llorente (1984), todas las especies de estos géneros siguen dos
patrones de distribucion en México: uno por las tierras bajas hasta los 600 msnm, en el que
se encuentran estrechamente ligadas al bosque tropical perennifolio, y subperennifolio, y
otro que sigue principalmente las areas submontanas de las vertientes Pacifico y/o del Golfo
de las Sierras Madre, hasta una altitud maxima de 2200 msnm, principalmente en el bosque

mesofilo de montaiia.

La palabra “complejo” en sistematica se refiere a un término neutral (respecto a la

jerarquia taxonomica) que comprende una serie de unidades taxonomicas relacionadas, en
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las cuales la taxonomia es dificil o confusa (Mayr y Ashlock, 1991). En el caso del complejo
‘jethys” existen controversias respecto a si efectivamente esta conformado por una o varias

0 especies, 0 sin son una o varias subespecies (Lamas, 1979).

Godman y Salvin (1889) consideraron que en México se presentaban dos especies;
Enantia jethys y E. albania. Sin embargo, Llorente (1984) consider6 que los ejemplares
melanicos de Enantia mazai eran confundidos y mezclados con E. jethys, de distribucion

restringida a los bosques mesofilos de la vertiente del Golfo.

En la primera revision de la subfamilia Dismorphiinae realizada por Butler (1899), se
consider6 que lo que ahora conocemos como el complejo ‘jethys”, estaba conformado por
una sola especie. Este autor menciond que Dismorphia citrinella, D. albania y D. jethys
(complejo jethys) eran formas o variaciones de la misma especie, en tanto que D. melite y

D. theugenis eran especies claramente distintas (Llorente, 1984).

Hoffmann (1940) aunque cit6 tres especies para México (D. (E.) citrinella (E.
melite var A de Boisduval, 1836), D. (E.) jethys y D. (E.) mita)), cometid varios errores en
la designacion de las mismas, por ejemplo consider6 una subespecie del noreste de
Sudamérica que no llega a Centroamérica (E. citrinella actualmente considerada como
coespecifica de melite) y a E. mita, la consider6 como una forma femenina de jethys

(actualmente se considera que E. mita es un sinénimo de albania ; Llorente, 1984).

Lamas (1979), al trabajar con el complejo ‘Jethys”, utilizd- el concepto de especie
politipica, es decir una especie que contiene dos o mas subespecies con distribuci;on
disyunta. Este autor reconocié para Meéxico unicamente una subespecie mesoamericana,
bajo el nombre de FEnantia melite jethys con una amplia gama de variabilidad. Este autor
menciond que con base en caracteristicas morfologicas los fenotipos que encontrod
corresponden a poblaciones bastante variables. No obstante Lamas dejé abierta la
posibilidad de que exista aislamiento reproductivo entre dos o mas de los fenotipos,
considerando necesarios mas datos biologicos y genéticos para esclarecer las relaciones

entre estos "morfos".
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De acuerdo con Llorente (1984), a partir de un estudio morfologico de los genitales
masculinos, del contorno alar, del disefio de la coloracién alar y de los huevecillos, ademas de
ciertas evidencias ecologicas (fenologia y variacion ecogeografica) y biogeograficas, concluy6
que se pueden admitir tres especies para México: Enantia mazai Llorente, 1984, Enantia
albania (Bates, 1861) y Enantia jethys (Boisduval, 1836), la primera y la segunda de ellas con
dos subespecies reconocidas hasta la fecha para Meosamérica. Recientemente (Llorente y
Lamas com. pers.) parecen haber reconocido una subespecie de albania del Ecuador y el
Norte de Perti. Llorente mencion6 que la amplisima variacion que se manifiesta en algunas de
las marcas melanicas de Enantia mazai es lo que ha suscitado los innumerables sinénimos,
controversias y decisiones taxonomicas acerca del complejo “jethys”. En la figura 9 se
presenta una fotografia de las especies que conforman al complejo “jethys”, reconocidas por
Llorente (1984).

Segun Llorente (1984) las especies del complejo "jethys" (cercanas entre si), cuyas
areas de distribucion son mesoamericanas, se han separado especificamente de las
sudamericanas por las distinciones morfologicas del octavo terguito abdominal, de algunas
caracteristicas de los genitales masculinos (edeago, harpagones, etc.), de la conformacion del
disefio de la coloracion alar dado por los pigmentos obscuros en la superficie dorsal (bordes
del apice y del termen) y por la dispersion de las manchas sin forma de lineas en la superficie
ventral de las alas posteriores, lo cual es tipico de los ejemplares sudamericanos revisados
hasta el momento, a excepcion de la poblacion registrada del Peri y Ecuador. Un estudio de
los genitales femeninos de Gonzalez y Llorente (en prep.) confirma los hallazgos de Llorente
(1984) y refutan las decisiones de Beutelspacher (1988), quien solo reconocié dos especies al

sinonimizar a E. mazai.

La electroforesis de aloenzimas ha probado ser 1til en la estimacion de divergencia
genética y relaciones filogenéticas de insectos a varios niveles taxonémicos (Pashley, 1983;
Berlocher, 1984). En los Pieridae se han utilizado las enzimas para reforzar o esclarecer
relaciones taxonomicas a nivel de especie (v. gr. Geiger, 1981; Shapiro y Geiger, 1989). El
examen de éste y otros conjuntos de caracteres podria refutar o apoyar cualquiera de las

hipétesis descritas, el complejo “jethys” esta conformado por ;una, dos o tres especies?
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Figura 9. Especies que conforman al complejo "jethys".
De arriba hacia abajo & y 9 de Enantia mazai mazai,
E. mazai diazi, E. albania y FE. jethys (tomada de Llorente, 1984)



3.3 Historia natural de las especies que constituyen el complejo “jethys”.

Al igual que en muchas mariposas, el hédbitat que ocupan los miembros del complejo
“jethys”, esta dividido en sitios de apareamiento, oviposicién, dreas de forrajeo, y
refugios o sitios de descanso. Como grupo, las mariposas estin relativamente
especializadas a los taxa de plantas utilizados para el alimento de las larvas. Esta
especializacién incluye el reconocimiento de los hospederos por parte de los adultos,
respuestas gustativas y tolerancia digestiva por parte de las larvas (Gilbert, 1984). Los
Dismorphiini se han especializado en ovipositar en los arboles de Inga spp. Las especies
del complejo “jethys” se encuentran en lugares adyacentes a sitios con abundantes Ingas
y en lugares cercanos efectian conductas de forrajeo, territorialidad y apareamiento. Los
sitios de forrajeo se caracterizan por ser dreas abiertas, con gran nimero de plantas

arvenses (generalmente pertenecientes a la familia Compositae).

Los sitios de forrajeo al estar expuestos a una abundante radiacion solar también
son utilizados como sitios de percheo (o lugares de termorregulacién) y los machos con
frecuencia se colocan en lugares particulares (sitios de percheo) en los que hay
abundancia de recursos alimentarios para los adultos (compuestas) y para sus larvas
(Inga), y ocasionalmente vuelan por encima de las flores para la localizacién de
hembras, pero generalmente se muestran sésiles en su lugar de percheo o alimentacién y
esperan que la hembra sea atraida por los recursos que ofrece su territorio, cuando una
hembra vuela en su territorio se elevan e intentan interceptarla para aparearse con ella.
En cambio ante la presencia de otro macho de la misma especie e incluso ante la
presencia de cualquier otra mariposa amarilla, los machos despliegan un comportamiento
agresivo y persiguen al intruso hasta que logran su huida. Cuando dos machos de este
complejo se encontraban ascendian vertical y rapidamente, regresando apresuradamente a
su lugar de percheo, en una tradicional maniobra de “combate aéreo” de acuerdo a los
comportamientos que ha descrito Baker (1972). Al igual que en este estudi6 Llorente

(1984) también observé despliegues territoriales intra e interespecificos.
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Los machos presentan un comportamiento territorial a lo largo de los sitios de
percha, defendiendo un pequefio territorio. Aunque no se tomaron medidas precisas entre
los parches, se podian colectar diferentes machos a menos de tres metros de distancia
lineal. Dado el comportamiento territorial de los machos se espera poco movimiento de
éstos entre parches de compuestas, en cambio las hembras tienen que volar hacia lugares
mas cerrados en busca de las plantas de oviposicién, aunque en ocasiones estos lugares
estin muy proximos dado que las plantaciones de café (que son lugares mds o menos
abiertos) conservan al chalahuite o Inga spp para dar sombra al cultivo. La hembras
ovipositan s6lo un huevo por foliolo y ovipositan entre 80 y 150 huevecillos durante su

vida (Llorente, 1984).

Es en los lugares de forrajeo y percha donde es mas ficil la captura de
individuos, ya sea porque se encuentran alimentando o porque es mas fécil la
localizacion de los machos que al agredir a otros machos vuelan haciéndose mas
conspicuos. Aunque no fue mi propésito dar un anilisis detallado del comportamiento
territorial, observé que si se perturbaba a los machos en su lugar de percha estos volaban
por un rato (segundos) y posteriormente regresaban a la flor o sitio de percha en donde
descansaban. Igualmente si se capturaba a un macho y se escapaba o dejaba volar a unos
metros de distancia de su territorio, éste después de unos minutos regresaba al mismo

lugar.

El hecho que sean multivoltinas (i.e., varias generaciones al afio o “épocas de
vuelo”), favorece el contacto entre individuos pertenecientes a diferentes generaciones
durante todo el afio. Se desconoce si el aumento temporal de la densidad de los
individuos debido al solapamiento de las generaciones conlleve a que los individuos
entren en competencia por alimento, sitios de apareamiento y percha. De acuerdo con
Llorente (1984) las poblaciones son mds abundantes de julio a septiembre y menos

abundantes de febrero a mayo.

Se ha observado en mariposas que especies que presentan una gran similitud

ecolégica presentan en ocasiones una estratificacion a lo largo de las pendientes



montafosas o verticalmente dentro del bosque, o segregadas entre estados sucesionales
dentro de un area (Gilbert y Singer, 1975). En el caso del complejo “jethys”, parece
haber una segregacion altitudinal, donde E. albania se localiza en el intervalo inferior
(de 0 a 800 m), E. m. mazai es més abundante en el intervalo medio (de 700 a 1,300m)
y E. jethys es ms frecuente en el intervalo superior (de 1200 a 1550m; Llorente, 1984).
Sin embargo es dificil descartar la competencia por alimento, puesto que ademds de
existir sitios de sobrelapamiento completo de las poblaciones de las tres especies, se

observaron parches en donde se encontraban las tres especies simultineamente.

En otras mariposas se ha registrado que bajo las mismas condiciones existen
diferencias de actividad dependiendo de la pigmentacion de las alas de las mariposas
(Kingsolver, 1983), lo que podria evadir la competencia por recursos. En el complejo
“jethys”, las observaciones reportadas muestran que las actividades de termorregulacion,
alimentacién y apareamiento se distribuyen de una forma mas o menos (‘:onstante alo
largo del dia (Llorente, 1984), aunque estas actividades varian dependiendo de las
condiciones ambientales. En el complejo “jethys”, las diferencias en pigmentacion de las
especies podrian conducir a diferencias en actividades, que propicien la evasion de
interaccién competitiva entre las especies. Desafortunadamente no hay estudios
cuantitativos en el complejo, respecto a preferencias de actividad de vuelo durante el dia

por parte de las distintas especies.

Las poblaciones estudiadas estdn asociadas al bosque mesofilo de montafia y al
bosque tropical perennifolio, cuya area ha sido reducida considerablemente durante los
ultimos veinte afios. En particular, existe un estudio documentado sobre la deforestacion
en la Sierra de los Tuxtlas (Dirzo y Garcia, 1992), aunque al parecer este patrén lo
podemos encontrar en varias zonas del pais de acuerdo con los datos de Masera et al.
(1992). En la actualidad, a las especies del complejo “jethys” se les puede encontrar en
los tipos de vegetacién antes mencionados y en los sitios perturbados en donde
anteriormente existia el bosque meséfilo de montafia, pero que ahora ha sido sustituido
por plantaciones de café de sombra en donde todavia se mantienen plantas de Inga para

dar sombra al café. En estos lugares mas abiertos, si bien es mas facil para las mariposas
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encontrar lugares de percha y cdpula, también es mds facil ser encontradas por sus
depredadores, que son generalmente aranas y chinches (arafias del género Misumena y

chinches del género Phymata; Llorente, 1984).

3.4 Distribucién de las especies que constituyen el complejo “jethys”.

En el género Enantia se pueden distinguir claramente dos tipos de patrones
biogeograficos en México: 1) los de penetracion de tierras bajas, con E. licinia marion
ligada al subrefugio pleistocénico de la Lacandonia y E. I. hoffmanni que se encuentra en
el drea del Soconusco y 2) y los de penetracion de tierras altas, E. jethys ligada
estrechamente a areas submontanas muy himedas, y E. albania y E. mazai cuya

afinidad submontana es menos exclusiva (Llorente, 1984).

Las especies que analizamos en el presente trabajo han sido agrupadas en el
complejo "jethys" “fundamentalmente por sus similitudes morfolégicas y distribucion
mesoamericana (Llorente, 1984). E. mazai es la especie con mayor distribucién
altitudinal y latitudinal, se distribuye por la vertiente del Pacifico y por la vertiente del
Golfo de México; se ha propuesto que en estas distribuciones disyuntas se presentan
subespecies diferentes por lo que se espera que exista mayor diferenciacién entre ambas
vertientes que entre las poblaciones que se encuentran en cada una de ellas. E. jethys se
circunscribe a las "islas" submontanas de la vertiente del Golfo de México y E. albania
se distribuye por la vertiente del Golfo y en el Pacifico s6lo se encuentra en la region del

Soconusco.

Las tres especies se distribuyen a lo largo de un gradiente altitudinal y en ellas se
puede observar un elemento de clina de los caracteres fenotipicos con respecto a la
pigmentacion negra (Llorente, 1984). Llorente observé que conforme aumenta la altitud
se incrementa la coloracién meldnica de las especies, siendo E. jethys la especie mds
meldnica, y E. albania, que se encuentrél en altitudes inferiores, la mas albina. Este autor
también observé una correlacion entre la humedad y la temperatura, a mayor humedad
(estacional y/o geogréfica), mayor pigmentacion. A continuacion se describe con mayor

detalle la distribucién de cada una de las especies del complejo “jethys”.
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¢ Enantia mazai.- En México, esta especie se encuentra en el intervalo de 0 - 2000 metros sobre
el nivel del mar (msnm) (Barrera y Diaz Batres, 1977) por las dos vertientes costeras. Esta especie
presenta dos subespecies: Enantia mazai mazai y Enantia mazai diazi. Por el lado del Atlantico, E.
m. mazai se distribuye desde el sureste de México hasta el sureste de Texas, aunque este ultimo
reporte data de 1863 (Reakirt, 1863; Llorente, 1984). Esta distribucion es discontinua y se presenta
en dos partes. La mas extensa abarca desde el sur de la Peninsula de Yucatin hasta el sur de
Tamaulipas, y la de extension mas reducida se presenta en forma de “isla” en el noreste del estado
de Tamaulipas y parte del sur de Texas. Por el lado del Pacifico, E. m. diazi se distribuye desde
el sur de Oaxaca hasta el sur de Sinaloa (excluyendo el area del Istmo de Tehuantepec). Esta
distribucion presenta una discontinuidad en parte del sureste del estado de Guerrero (mapa 1), en el
drea mas xérica de la parte baja de la Depresion del Balsas. De acuerdo con Llorente (1984), a esta
especie se le puede observar tanto en la vegetacion riparia de selva alta perennifolia (poco
frecuente), como en los sitios mds humedos de la selva baja caducifolia, pasando por las selvas
medianas y el bosque mesoéfilo de montaiia en donde es muy abundante (mapa 4)

¢ Enantia albania.- Cuenta con dos subespecies, E. a. amalia circunscrita a Centroamérica y E.
a. albania fundamentalmente en México. E. a. albania, se encuentra por la vertiente atlantica
hasta el sureste de Texas (Kendall, 1974) y por la vertiente del Pacifico unicamente se le ha
registrado en el drea chiapaneca del Soconusco (mapa 2). En el lado del Atlantico, su distribucion
es discontinua, solapandose completamente con la distribucion de E. mazai mazai en Tamaulipas y
el sur de Texas, y la simpatria es parcial en el resto del Atlintico. Segun Llorente (1984) esta
especie prefiere altitudes de los 200 a los 1,150 msnm pero se le puede encontrar desde los cero
hasta los 1,300 msnm. Las comunidades vegetales que son caracteristicas para E. albania en orden
de importancia son: la selva mediana subperennifolia, el bosque meso6filo de montafia y la selva
alta perennifolia (mapa 4).

¢ Enantia jethys.- Esta especie se encuentra distribuida desde la parte montafiosa del norte de
Centroamérica hasta la Sierra Norte de Puebla e Hidalgo, correspondiente a la Sierra Madre
Oriental en su vertiente atlantica. La distribucion de este especie se presenta en cuatro “parches” o
“islas submontanas” que se ubican en la Sierra de Los Tuxtlas, el sistema montafioso del norte de
Oaxaca, la Sierra Madre Oriental y el Macizo Central de Chiapas (Llorente, 1984; los nombres de
las provincias biogeogréficas fueron tomadas de Rzedowski, 1978; mapa 3). Sigue altitudes de los
1000 a los 1800 msnm por el bosque mesdfilo de montafia, aunque Llorente (1984) anot6 que esta

especie prefiere las altitudes que van de los 1150 a los 1550 msnm.
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(II[ID Enantia mazadl mazadl

Enantia mazadl diazd

Mapa 1. Localizacién de las poblaciones de Enantia mazai. Por la vertiente del Pacifico, E. m. diazi, donde 1= CUA, 2 = LZM,
4 = NDH, y por la vertiente del Golfo de México, E. m. mazai donde 12 = CUE, 13 = TEO, 14 = XIC, 15 = FOR, 16 = SOC.
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Mapa 2. Localizacién de las pobléciones de Enantia albania por la vertiente del Golfo de México, donde 5= LCH, 6= XIL, 7 =
PIL1, 8= PIL2, 9= TLAI, 10 = TLA2, 11 = AHU, 12 = CUE, 13 = TEO, 14 = XIC, 15 = FOR, 16 =SOC.
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Mapa 3. Localizaci6n de las poblaciones de Enantia jethys por la vertiente del Golfo de México, donde 13 = TEO, 14 = XIC, 16
=SOC.
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Fig 3b Zonas ecologicas de las poblaciones colectadas. mm Tropico calido humedo-Selva Alta perennifolia, mmTropico calido seco-
seiva Baja Caducifolia % Templado humedo- Bosque Mesofilo de Montana,.c= Templado subhumedo, Bosque de Pino, Bosque de
tneino vy Bosque Pino-Encino. Arida-Semiarida. mm Transicion tierra-mar - Humedales. Manglares Poblaciones colectadas para
inantia albama. Enantia mazar mazai, Enannia mazai diazi, y Enantia jethys 1= CUA. 2= LMZ. 3=ZUM. 4=NDH. 5=LCH. 6=XIL.

XIL, 7= PIL1, 8= PIL2, 9= TLAI, 10 = TLA2, 11 = AHU, 12 = CUE, 13 = TEO, 14 = XIC, 15 = FOR, 16 =SOC.



3.5 Propuesta filogenética.

En realidad el Unico autor que hasta el momento reconoce formalmente que el complejo
“jethys” esta conformado por E. albania, E. mazai y E. jethys es Llorente (1984). Este
autor utiliza ademas de la conformacion del disefio de la coloracion de las alas, algunas
caracteristicas de los genitales masculinos y femeninos para separar a estas especies
(Lorente, 1984; Llorente y Gonzalez en preparacion). Llorente (com. pers.) opina que las

especies del complejo se relacionan de la siguiente manera:

E. m. mazai E. m.diazi  E. jethys E. albania

Figura 10. Propuesta de las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo “jethys” (Llorente, com.

pers.)

Lo que define a una especie es su identidad evolutiva y diferenciacion de otros
linajes, tal que se encuentra aislada reproductivamente de otras especies. Por esto, en el
presente trabajo lo que se predice es que no exista flujo génico entre las especies aun en

poblaciones simpatricas.

Objetivos
e Estimar el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones de las distintas

especies.

e Proponer las relaciones filogenéticas existentes entre las especies que constituyen el

complejo “jethys”.
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3.6 MATERIAL Y METODOS.

3.6.1 Muestreo.

La recolecta de especimenes se llevo a cabo de la siguiente forma:

1) Se recolectaron ejemplares de las tres especies que conforman el complejo “jethys”.

2) Se recolectaron poblaciones disyuntas de Enantia mazai por la vertiente del Golfo y
del Pacifico.

3) Se recolectaron especimenes de E. albania, E. mazai mazai y E. jethys en

poblaciones en donde las tres especies se encuentran en simpatria.

Se excluyeron de la planeacion de recolecta a las poblaciones de E. albania y E.
m. mazai que se encuentran reportadas al norte de Tamaulipas y al sur de Texas, ya que
estos ultimos registros son inciertos y uno de ellos data de 1863. Entre 1992 y 1993, se
recolectaron ejemplares adultos de doce poblaciones de Enantia albania, cinco
poblaciones de Enantia mazai mazai, cuatro poblaciones de Enantia mazai diazi y tres
poblaciones de Enantia jethys. En tres de las poblaciones se encuentran las tres especies
en simpatria y en cinco de ellas (incluyendo las tres anteriores) se encuentran E. albania

y E. m. mazai. La lista de localidades se presenta en el cuadro 10.

Cuadro 10. Poblaciones estudiadas para el complejo “jethys”.

Poblacién® N Niamero de ejemplares
E. albania E. m. mazai E. m. diazi E. jethys
Cuarentefio (CUA) 1 34
Los Mazos (LMZ) 2 13
Zumpimito (ZUM) 3 34
Nueva Delhi (NDH) 4 27
La Conchita(LCH) 5 22
Xilitlilla (x1L) 6 29
Pilcuatla 1 (PIL1) 7 8
Pilcuatla 2 (PIL2) 8 27
Tlaxcalantongo1(TLA1) 9 30
Tlaxcalantongo2(TLA2) 10 30
Ahuaxentitla (AHU) 11 26
Cuetzalan (CUE) 12 19 16
Xico (XIC) 14 20 24 11
Teocelo (TEO) 13 21 32 34
Fortin (FOR) 15 23 26
Sochiapa (XOC) 16 15 24 27

a entre paréntesis se muestra la abreviatura utilizada en el presente trabajo
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Los ejemplares fueron recolectados con redes entomolégicas y fueron
transportados vivos en bolsas de papel glacil hasta el momento de su congelacién en
nitrégeno liquido a -180° C. En el momento de la recolecta se determiné el sexo de cada
uno de los individuos. Después de sacrificar a los individuos y quitarles las alas, los
cuerpos se transportaron en nitrogeno liquido y se almacenaron en un ultracongelador a -
700C hasta que la electroforesis se llevé a cabo. Las alas se conservaron en bolsas de

papel glacil, con base en ellas se determinaron los ejemplares.

3.6.2 Electroforesis.

3.6.2.1 Electroforesis en acetato de celulosa.

En Enantia albania, E. mazai mazai, y E. jethys, la cabeza y térax de los ejemplares se
maceraron con 40 microlitros de agua destilada en tubos de microcentrifuga de 1ml. El
homogenado se centrifugd por 10 minutos a 6000 r.p.m. Se utilizé el sobrenadante (5
microlitros por individuo). Las muestras se corrieron en geles de acetato de celulosa a 5
miliamperes durante 30 minutos para la enzima ME, 40 para G6PD y PGM, y durante
60 min. para IDH, PGI y GOT (cuadro 11). La técnica utilizada fue la de Richardson et
al., 1986. Los sistemas amortiguadores se muestran en el apéndice, y las recetas

utilizadas para la tincidn son de Herbert y Beaton (1989).

3.6.2.2 Electroforesis en almidon.

Para Enantia mazai diazi la cabeza y térax de los individuos se maceraron en seis gotas
de agua destilada. Los tejidos macerados fueron absorbidos en wicks de papel para
cromatografia Whatman de 3x10mm (nim. cat. 3030614). Los wicks fueron colocados
en tubos eppendorf y congelados a -70°C hasta el momento de la electroforesis. Los
wicks se insertaron en geles de almidon al 10% y se corrieron horizontalmente por 6
horas a 225 volts en el caso de las enzimas GOT y PGI (sistema amortiguador C2, ver
cuadro 11); y durante 8 horas a 25 miliamperes para las enzimas IDH y PGM (sistema
amortiguador D, ver cuadro 11). Transcurrido el tiempo del corrimiento los geles se

cortaron horizontalmente, obteniendo 5 rebanadas y a cada una de ellas se le aplic6 una
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receta particular para tefiir una enzima especifica. Las recetas de las enzimas se enlistan

en el apéndice.

Cuadro 11. Enzimas, sistemas amortiguadores y nimero de loci estudiados.

e

Enzima locus Nimero Sistema Sistema amortiguador
amortiguador P
celulosa almidon

electrodo gel

Isocitrato deshidrogenasa IDH-1 E.C.1.1.1.42 A

[socitrato deshidrogenasa IDH-2 A D1 D2

Fosfoglucosa isomerasa PGI E.C.5.3.1.9 K Cl C2

Glutamato oxaloacetato transaminasa GOT E.C. 2.6.1.1 K Cl 2

Fosfoglucosa mutasa PGM-1 E.C.54.22. K DI D2

Fosfoglucosa mutasa PGM-2 K

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa G6PD-1 E.C.1.1.1.49 €

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa G6PD-2 C

Enzima malica ME-1 E.C.1.1.1.40 A

Enzima malica ME-2 A

Sistemas amortiguadores

A= 10mM Na,HPOQ,, 2.5 mM 4cido citrico ph=6.4

K= 15mM Tris, 7mM dcido maléico ph=7.2

C= 50mM Tris, 20mM 4cido maléico ph=7.8

Cl= 0.19M icido bérico, 0.04M hidréxido de litio (1.6g/1/pH ajustar con LiOH) pH=8.3

C2= 9:1 amortiguador Tris-dcido citrico: amortiguador del electrodo

amortiguador Tris-acido citrico = 0.05M Trizma base, 0.007M 4cido citrico H20 pH=8.3

D1= 0.065M L-histidina; 0.007M é&cido citrico (Ca 1.5 g/L: ajustar pH con 4cido citrico)

D2= 0.016M L-histidina; 0.002M é4cido citrico H20 (1:3 dilucién de la solucién amortiguadora del electrodo).

3.7 ANALISIS DE DATOS.

3.7.1 Diferenciacion entre especies.

Se estimaron las frecuencias alélicas, a partir de los electromorfos (genotipos inferidos) y
fueron utilizadas como base para correr el programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander,
1981). Se calculé un indice del nimero de alelos compartidos Ac, a través de la formula
Ac = # alelos compartidos por la especie A y B/ el mimero de alelos en la especie A +
nimero de alelos en la especie B. A partir de éste indice se realizo un agrupamiento con
UPGMA. Se estimé el estadistico Fsy de Wright (1978), con el fin de establecer si

existe diferenciacion entre las poblaciones de las distintas especies. Posteriormente se
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realiz6 un andlisis jerarquico de la diferenciacion, para esto se establecieron tres grupos
conformados por: poblaciones, especies y el género. Se construyeron dos tablas, una que
muestra los componentes de la varianza (02 xy) ¥ los estadisticos F (Fxy) para cada uno
de los niveles jerarquicos relativo a los otros por locus y otra que muestra un resumen
para todos los loci. Este procedimiento se efectu6 con el paso Wright78 del programa

BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981).

3.7.2 Relaciones filogenéticas.

3.7.2.1 Exploracion inicial de las relaciones entre especies.

Se tomo como grupo externo a una especie de la misma tribu a la que pertenece el
complejo “jethys”(tribu Dismorphiini): Lieinix nemesis Latreille, por poseer varios
ejemplares de esta especie (8 individuos). Se construy6é una matriz de presencia! ausencia
de alelos por especie y con base en ella se llevo a cabo una bisqueda de tipo exhaustiva
con el progfama PAUP (Swofford, 1990). La confianza estadistica se estimo por el

porcentaje de veces que la hipétesis es sustentada entre el mimero de réplicas (bootstrap).

A continuacién se describen brevemente los tres métodos de busqueda que se usan
dependiendo del numero de taxa que se estén estudiando:

1) Biisqueda exhaustiva. Se puede realizar cuando el nimero de taxa es igual o menor

a once. Permite la evaluacion de todos los drboles posibles (estrictamente

dicotbmicos). El algoritmo consiste en conectar los tres primeros taxa de la matriz

de caracteres que forman el Unico arbol posible sin raiz. Después se adiciona el

cuarto taxén a cada una de las ramas del arbol de tres taxa inicial, generando todos

los posibles arboles sin raiz para los primeros cuatro taxa (i.e. tres arboles). Se

continua la adicion de los siguientes taxa a cada una de las ramas de los arboles que

se generan en cada paso. El orden de adicién no tiene importancia; la adicién se
puede hacer al azar o por cercania (Swofford, 1985; Li y Graur, 1991).

2) Bisqueda “branch and bound”. Es recomendable cuando el nimero de taxa varia

entre 11 y 25. Este método se diferencia del anterior en que si durante la busqueda,

un arreglo de taxa origina un drbol de mayor longitud que la de un drbol inicial
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generado al azar, entonces no se continua la bisqueda en esa topografia, ya que al

conectar los taxa adicionales no serd posible disminuir la longitud de dicho arbol.
3) Bisqueda heuristica. Se utiliza cuando tenemos mds de 25 taxa. Generalmente las
bisquedas heuristicas utilizan un arbol inicial para comenzar el proceso; en este arbol se
realizan distintos rearreglos de tal manera que se reduce el nimero de pasos y si un
arreglo €s exitoso en encontrar un drbol de menor longitud, se inician rearreglos en este
gltimo arbol. Cuando no hay manera de mejorar el arbol, la bisqueda se detiene, y se
puede reiniciar con otro arbol. La desventaja de éste método es que no se puede saber si
el arbol final mas corto es realmente el 4rbol mds corto posible, ya que puede tratarse de
un 4rbol Optimo local y no un Optimo global. Existen dos estrategias bésicas para
optimizar una busqueda heuristica: a) realizar varias repeticiones de la biisqueda
iniciando cada vez con érboles distintos y b) especificar distintas opciones de arreglar los

clados.

“Branch swapping.” (cambio de ramas).

Dados los problemas de 6ptimos locales de la forma de adicién de las ramas (stepwise-
addition) en la que es posible el no encontrar los drboles 6ptimos, en el programa PAUP,
existe la opcion de cambiar las ramas (branch swapping) mejorando la estimacion inicial
al crear un conjunto de arrreglos predefinidos. Estos métodos son:

1) Intercambio de ramas con el vecino mas cercano (nearest neighbor interchanges, NNI)
2) Podar las ramas e reinjertarlas (subtree pruning-regrafting, SPR)

3) Bisectar y reconectar el arbol (tree bisection-reconnection, TBR).

Para estimar la confianza estadistica de una hipotesis filogenética obtenida
mediante cualquiera de los tres tipos de biisquedas, se puede usar la técnica de
“bootstrap” (Li y Zharkikh, 1994), la cual es un método de remuestreo. El remuestreo
se hace a partir del conjunto original de datos. Los caracteres son remuestreados con
reemplazo hasta que el conjunto de datos tenga el tamafio original, entonces se lleva a
cabo la reconstruccién del arbol. El nivel de confianza para una hipotesis filogenética ,
puede ser estimado por el porcentaje de veces que la hiptesis es sustentada entre el

nimero de réplicas de “bootstrap”.
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3.7.2.2 Relaciones filogenéticas entre las especies.

para conocer las relaciones filogenéticas entre las especies que constituyen al complejo
“jethyS” se emplearon los métodos de distancia y de parsimonia. En ambos casos se
utilizaron los cuatro loci disponibles para E. albania E. jethys, E. m. mazai y E. m. diazi
y los diez loci encontrados para las especies anteriores exceptuando la subespecie E. m.
diazi. Con los métodos de distancia se utilizaron las frecuencias alélicas como base para
construir matrices de distancias genéticas, y posteriormente se utilizaron dos métodos de
agrupamiento: UPGMA (unweighted pair group method) y neighbor-joining. La
distancia genética utilizada fue la de Nei (1972), se empleo esta distancia con fines
comparativos ya que es la que se ha utilizado en un mayor nimero de trabajos en

lepidopteros (cuadro 8, capitulo II).

Con el método de parsimonia se utilizaron a los alelos como caracteres y a su
presencia/ausencia c‘c)mo estados de caracter. Se utiliz6 a Lieinix nemesis Latreille, como
grupo externo. Cuando analizamos a todo el complejo “jethys” (24 poblaciones) se
realiz0 una busqueda heuristica y una busqueda branch & bound en el caso de E.
albania, E. m. mazai y E. jethys (21 poblaciones). En ambos casos se utilizd el
programa PAUP (phylogenetic analysis using parsimony; Swofford, 1990; opcion tree

bisection reconnection TBR).

3.8 RESULTADOS.

3.8.1 Analisis a nivel de especie (alelos compartidos).

El cuadro 12 muestra los alelos compartidos por las especies del complejo “jethys” y
Lieinix nemesis. Al incluir a todas las especies y subespecies en el andlisis, tuvimos que
eliminar algunos loci, ya que para realizar la comparacién solo teniamos cuatro loci
disponibles para E. m. diazi, asi es que esta parte del andlisis se base Gnicamente en los

datos para PGI, GOT, PGM-1 e IDH-2.
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Cuadro 12. Alelos presentes en las especies que conforman al complejo “jethys”.
= Locus alelo Enantia Enantia jethys Enantia m. Enantia. m. Lieinix
albania mazai diazi nemesis
_— A A A A
IDH-1 B B B B * B
C C C C
= A A A A A
IDH-2 C C C 6 & B
D D D D D E
- A A
B B
C C D
E E
F F
PGI G G G
H H H
' I I
J J J
K K
L L L
M M
A A
B B B
C @) &
D D D D
E E
GOT F F F F
G G
H H H
I |
J J J
K K
A
B B B B B B
PGM-1 4 C C 8 C C
D D D D D D
E E E
A A A A A
PGM-2 B B * B
C & @
D D
A A
ME-1 B B B » B
C C (i
D D D
ME-2 A A * A
B B B B B
A A A A A
G6PD-1 B B B B * B
C C C C C
D D D
G6PD-2 A A A A
B B ¥ B

* Estos loci no fueron legibles en almiddn.
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El porcentaje mas alto de alelos compartidos lo presentan las dos subespecies de
E. mazai (cuadro 13), esto es l6gico si pensamos que todavia existe flujo de genes entre
ellas o que el tiempo de divergencia entre ellas ha sido muy reciente. Le sigue el
porcentaje de alelos compartidos por E. jethys y E. m. mazai y finalmente el de E.
albania 'y E. jethys. Es sobresaliente, sin embargo el alto porcentaje de alelos
compartidos entre E. albania y Lieinix nemesis (28%), este porcentaje es igual al que
comparten E. albania, E. m. mazai, y E. jethys con E. m mazai y es atin mayor al que se
presenta entre E. albania y E. m. diazi. Una explicacion a estos resultados es que el
nimero de loci utilizados es bajo (4) y no se toman en cuenta algunos en los que existe
mucha diferenciacion (PGM-2, G6PD-1 y ME-1), también seria bueno ponderar de
alguna manera la presencia de los alelos dependiendo de su frecuencia, ya que hay alelos
detectados en muy baja frecuencia en algunas especies (frecuencia menor a 0.05, como
por ejemplo: el alelo D de IDH-2, L en PGI en E. albania, F de GOT en E. jethys, y D
de IDH-2, y J de GOT en E. m. mazai, ver cuadros 37-40 del apéndice). Por lo que es
posible que en otros taxa se encuentren los mismos alelos también en frecuencias muy

bajas, pero que no se hayan detectado por simple error de muestreo.

Cuadro 13. Porcentaje de alelos compartidos (Ac) entre las distintas especies que conforman al
complejo ‘Jethys”y el grupo externo que utilizamos (Lieinix nemesis).

E. jethys | E. m. mazai | E. m .diazi Lieinix

nemesis

E. albania 0.30 0.28 0.24 0.28
E. jethys s 0.37 0.28 0.19
E. m. mazai — 0.45 0.20
E. m. diazi — 0.13

Realizando un agrupamiento con UPGMA a partir de los datos del cuadro 13,

obtenemos el dendrograma de la figura 11, en el cual se aprecia que las dos subespecies
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se encuentran muy cercanas y a su vez son mas similares con E. jethys, y es interesante

que E. albania se agrupe con Lieinix nemesis.

Lienix nemesis

Enantia albania

Enantia jethys

Enantia mazai mazai

Enantia mazai diazi
Figura 11. Dendrogama que muestra las relaciones entre las especies cuando se utilizan los alelos

compartidos entre especies.

Se construy0 la siguiente matriz de presencia/ausencia de alelos por especie

Lieinix nemesis 0100100010001000000001000100011110
Enantia albania 1011010001001001101010001010001110
Enantia jethys 1011001000100100110001010000001111
Enantia m. mazai 1011000000010010000101010101101111
Enantia m. diazi 1011000100010010000101010101001110

A partir de esta matriz se realizo una busqueda de los drboles mas parsimoniosos
con el programa PAUP (opcién busqueda exhaustiva; Swofford, 1990) y se obtuvieron
los drboles igualmente parsimoniosos que se muestran en la figura 12, donde se muestra

la longitud, los indices de consistencia (CI) y de retencion (IR).

L. nemesis L. nemesis
’— E. albania E. albania
8 6 E.jethys —  E. jethys
8§ —— 7
l— E. m. mazai I_ E. m. mazai
7 —E. m. diazi 6 E. m. diazi

Figura 12. Arboles igualmente parsimoniosos después de realizar una busqueda de tipo exhaustivo con el
programa PAUP (Swofford, 1990). Longitud: doce pasos, CI= .75, IR=.667
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Después de realizar un bootstrap (1000 réplicas) con la regla de consenso de
mayoria del 50% se obtuvo el drbol de la figura 13, en el cual se muestra que la rama
en la que se encuentran las dos subespecies de E. mazai estdi muy bien soportada. En
estos resultados aunque parece no haber congruencia entre las hipétesis de relacion
obtenidas por los diferentes métodos, hay que recordar que el nimero de loci muestrados
fue bajo y que ademds tomamos la presencia/ausencia de alelos por especie y no por
poblacion. Cuando se analizan las poblaciones, de alguna manera se pondera la presencia
de alelos raros que no estan presentes en todas las poblaciones de las especies por lo que

el analisis es mas robusto como lo muestran los resultados de la 3.6.3.3.

L. nemesis
E. albania

E. jethys
51

Figura 13. Arbol después de realizar 1000 bootstrap para las especies del complejo “jethys” (34
caracteres.

3.8.2 Analisis a nivel de poblacion (diferenciacion entre especies).

3.8.2.1 Valores de Fsr.

Cuando se estimaron los valores de Fgr para las poblaciones de todas las especies
estudiadas se obtuvieron valores de diferenciacion muy altos, estos resultados son
logicos, puesto que se espera que las poblaciones de las distintas especies se encuentren
diferenciadas, los altos valores de Fgr se mantienen cuando se analizaron tanto los diez
loci disponibles para E. albania, E. m. mazai, y E. jethys y para los cuatro loci
disponibles para las especies antes mencionadas y para E. m. diazi (cuadros 14 y 15). En
ambos casos aunque hay valores bajos para algunos loci, en la mayoria se observan

valores muy altos de Fgr y en promedio el valor de la Fg; es mas alto que cualquier otro
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vyalor reportado en la literatura de mariposas para poblaciones de la misma especie.
Cuando consideramos cuatro loci los valores de Fg disminuyen, debido a que no se
consideran loci altamente diferenciados (PGM-2, ME-1 y G6PD-1) que no son
comparables para E. m. diazi ya que en esta subespecie no fueron detectados debido a
que se utilizo otra técnica de electroforesis (almidon). Pero hay que notar que tanto si
consideramos diez como cuatro loci la diferenciacién entre las poblaciones es muy

grande.

Cuadro 14. Valores de la Fgr para todas las poblaciones estudiadas a excepcion de las poblaciones de E. m. diazi.

locus | IDH-1 | IDH-2 [ PGI GOT | PGM-1 | PGM-2 | G6PD-1 [ G6PD-2 [ ME-1 | ME-2

X

Fsr .050 653 [.517 |.513 |.091 [.954 |.401 .019 818 |.049

559

Cuadro 15. Valores de la Fgr para todas las poblaciones estudiadas de E. albania,
E. jethy, E. m. mazai y E. m. diazi..

locus | PGI | GOT | PGM-1 [IDH-2| X
Fsg |.526 |.504 [.087 [.624 |.476

3.8.2.2 Anailisis jerarquizado de la diferenciacion

Para confirmar que los niveles de diferenciacion entre las poblaciones estdn explicados
por la diferenciacion de las poblaciones entre especies y no por la diferenciacion entre
poblaciones de la misma especie se realizé un andlisis jerarquizado de la diferenciacion.
En este andlisis encontramos que los tres grupos conformados por: poblaciones, especies
y el género muestran diferentes niveles de diferenciacién. Siendo la diferenciacion entre
poblaciones de diferentes especies la que explica los niveles de Fs; encontrados en el

inciso anterior (cuadros 16 y 17). Es decir, las diferencias encontradas a nivel del

complejo “jethys” se deben a la diferenciacién entre especies y no a la de poblaciones

dentro de cada una de las especies. En el cuadro 17, se presenta un resumen de la

diferenciacién encontrada en el complejo “jethys”, en €l se aprecia que la mayor parte de

la diferenciacion se presenta entre especies, el valor promedio de la Fgr entre poblaciones
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es muy pequeiio (0.945) y el calculado entre especies es muy alto (0.527). Estos
resultados confirman que el complejo “jethys” esta conformado por tres especies, como lo
planteo Llorente (1984) y no por una sola especie como habia sido anteriormente

propue sto.

Cuadro 16. Anilisis jerarquizado de la diferenciacién en el complejo “jethys”.

locus pob-especie esp-género pob-género
Fps Fyg Fpg
IDH-1 .014 012 .026
IDH-2 .001 .645 .645
PGI .006 .507 504
GOT .039 481 .502
PGM-1 .068 .002 .070
PGM-2 .020 957 958
G6PD-1 031 367 .387
ME-1 318 125 812

Cuadro 17. Resumen de los valores de diferenciacion para el complejo “jethys”.

Entre loci Fer

poblacién-especie .045
especie-género 527
poblacion-género .549

3.8.2.3 Medidas de distancia genética.

Los valores de distancias genéticas entre las poblaciones de la misma especie son bajos
(en E. albania, E jethys y cada una de las subespecies de E. mazai), y son similares a
los que se encuentran en otras especies de lepidopteros (cuadro 18 de este capitulo y

cuadro 8, capitulo II). Por otra parte, los valores promedio entre especies son

particularmente grandes (0.514 + .183) y son mds altos que cualquier otro valor ‘

reportado para mariposas, pero se encuentran dentro de los valores reportados para otras
especies de insectos (cuadro 8, capitulo II). Por otro lado, la distancia genética que
separa a las dos subespecies de E. mazai es superior a las reportadas entre subespecies de
lepidopteros y se encuentra dentro del intervalo de valores reportados para las especies

de lepiddpteros (cuadro 8 capitulo II).
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cuadro 18. Distancias promedio entre poblaciones para las especies del complejo “jethys”.

Especie Distancia genética promedio entre poblaciones de
una especie (Nei, 1978)

E. albania 0.007 (.004)

E. jethys 0.015 (.009)

E. m. mazai 0.012 (.028)

E. m. diazi 0.038 (.020)

E. mazai 0.114 (.057)*

*distancia total de E. mazai

3.8.3 Diferenciacion en E. mazai. ;Subespecies o especies?

Como vimos en el inciso anterior, las subespecies de E. mazai muestran distancias genéticas
mayores a cualquier otra distancia para subespecies reportada para lepiddpteros, y se asemeja
mds a las encontradas entre especies. Con respecto a los estadisticos de Wright, se aprecia que
hay una fuerte estructuracion en esta especie, revelada por el valor de la Fsr (0.132; cuadro
19). Es decir, las poblaciones que pertenecen a ambas subespecies se encuentran muy

diferenciadas.

Cuadro 19. Modificaciones de Weir de los estadisticos F de Wright (Wright, 1965), para Enantia mazai. Los
intervalos de confianza para los valores promedio de las Fg; se obtuvieron mediante bootstrap y se muestran entre
paréntesis. * es el error estindar para el valor promedio de N.m

locus Fis Fer Frr N.m
PGI -.0341 -.0571 .0231 5.42
GOT 2827 .0443 2528 .6074
PGM-1 .3926 3742 .0295 4.219
IDH-2 .5381 2109 4182 .288
promedio  .339 1320 2325 2.633

(.098 a .483) (-.018a.293) (.024 a.352) (2.229)*

Cuando se analizan las distancias genéticas, asi como en el dendrograma generado a
partir de ellas mediante UPGMA (cuadro 20, figura 14), se observa que se forman dos grupos
bien definidos: uno perteneciente a las poblaciones de subespecie E. m. mazai, que se

distribuye por la vertiente del Golfo de México (FOR, XIC, TEO, SOC y CUE) y el otro
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conformado por las poblaciones de E. m. diazi que se distribuye por la vertiente del Pacifico
(CUA, LMZ, NDH y ZUM).

Cuadro 20. Arriba de la diagonal se presentan las distancias genéticas de Nei (1972) y bajo la diagonal se
resentan las identidades genéticas de Nei (1972), entre parejas de poblaciones de Enantia mazai en México

Poblacién 1 2 3 4 5 6 T 8 9
TEFOR  **%* 021  .006 .008 095 466 441 292 295
IXIC 979  *k*x 008 .012 .049 345 313  .191  .209
3TEO  .994 992 %k 009 070 .393  .370 .239  .246
4S0C  .992 988  .991  *k*xx 081 394 366 226 .254
SCUE  .909  .952 933  .922  *%kx 402 374 253  .249
6CUA .628 .708  .675 .675 .669  **** 012 064 .051
7ILMZ 643 731  .693  .693 688 988  **xx (039 (031
8NDH .747 826 .798 .798 776  .938 962  k¥xk (062
9ZUM 745 811 782 776 780  .950  .969  .940  ***x

FOR E.m.mazai

TEQ E.m.mazai

SOC E.m.mazai

: XIC E.m.mazai

CUE E.m.mazai

——— CUA E.m.diazi

— — ] MZ E.m.diazi

ZUM E.m.diazi

NDH E.m.diazi

s e e e e e M4
.40 -3 S2 T .20 .13 .07 .00
Distancia

Figura 14. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas por el
método de UPGMA, para doce poblaciones de Enantia mazai mazai en México.
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Calculamos los valores de M, para estimar si existe aislamiento por distancias y
para conocer los niveles de flujo génico que existen entre las poblaciones de esta especie
por la vertiente del Pacifico y las del Atlantico. Al calcular los valores de M para parejas
de poblaciones observamos que cuando comparamos las poblaciones de las dos vertientes
costeras los valores decrecen drasticamente, es decir, existe mayor flujo génico entre las
poblaciones que pertenecen al Atlantico y las que pertenecen al Pacifico, que el flujo de

genes que se presenta entre las poblaciones de las dos vertientes.

Cuando se graficaron los logaritmos de los valores de M para todos los pares de
poblaciones versus los logaritmos de las distancias geogrificas se encontrd un patrén
claro de aislamiento por distancia. Este patron resultd ser significativo al realizar la
prueba de Mantel (r2 = 0.81, p = 0.007), es decir conforme aumenta la distancia
geografica disminuye el flujo de genes entre las poblaciones (fig. 15). Sin embargo la
N,m es de 2.633 (error estindar = 2.29) lo cual podria indicar que todavia existe flujo
génico entre las poblaciones o que la separacion y diferenciacion de las dos subespecies

es muy reciente.

Puesto que las distancias geograficas que separan a las poblac;iones de E. mazai
por la vertiente del Golfo y del Pacifico son practicamente imposibles de salvar por estas
mariposas, suponemos que la diferenciacion observada y los niveles de flujo génico
obtenidos estdn reflejando un tiempo de divergencia muy corto. Podemos decir que

ambas subespecies forman entidades evolutivas independientes, por lo que sugerimos que
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se revise su status taxonomico ya que se podrian considerar diferentes especies (segun la

definicion filogenética de especie).

Cuadro 21. Arriba de la diagonal se presentan las distancias geogrificas entre los pares de
poblaciones y bajo la diagonal se presentan los valores de M, para todas las parejas de
Qoblaciones estudiadas en Enantia mazai en México.

poblacién 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[FOR - 80 76 32 180 1196 932 728 516
IXIC  19.53 - 8 48 116 1168 924 720 552
3TE0 445 628 - 40 128 1176 932 724 552
450C 592 796 49 - 160 1184 932 688 724

S5CUE .67 .35 52 99 - 1068 844 668 544
6CUA .82 .68 .62 .68 10.88 - 360 520 319
TLMZ 73 59 .54 .60 27.39 315 - 208 572

SNDH 6.28 D2 48 .54 18.26 31.53 89.02 - 544
9ZUM 7.96 4.90 .73 .83 2.77 207 3.93 3.51 -
2.2
. y =2.7895 - 0.92677x
] . R2=0557
1.8
- ®
| 1.4
| 1.0
s
g 0.6
-
0.2
0.2 -
-0.6 +————rrr———————————
0.6 1.0 1.4 1.8 2.2 2.6 3.0 3.4 3.8

Figura15 Estimaciones de las tasas de migracion entre parejas de poblaciones como una funcion
de la distancia geografica entre poblaciones. Se grafico el logaritmo de M (M = (1/Fg- 1)/4) versus

el logaritmo de la distancia geografica (en kilomewos). Enantia maza: recolectada en 9 poblaciones
en la vertiente del Golfo y del Pacifico (México).
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3.8.4 Relaciones filogenéticas

3.8.4.1 Métodos de distancia.

cuando se utilizaron las frecuencias alélicas para obtener las matrices de distancias éstas
se analizaron con dos métodos UPGMA y neighbor-joining. Los loci que se pudieron
obtener y que comparten E. albania, E. mazai mazai , E. mazai diazi y E. jethys son
cuatro: En el caso de E. albania, E, mazai mazai y E. jethys se tiene 10 loci. Esto se
debié que E. mazai diazi se analiz6 con geles de almidon y sélo se obtuvieron cuatro
loci. En tanto que para E. mazai mazai , E. albania y E. jethys se pudieron leer diez loci

en acetatos de celulosa.

3.8.4.1.1 Cuatro loci.

Cuando se utilizaron los métodos cuantitativos, los dos métodos de agrupamiento se
forman cuatro grupos, cada uno de ellos comprende a las diferentes especies del
complejo jethys. Sin embargo, las relaciones entre las especies son diferentes en cada
uno de los casos:

1) Neighbor-joining. La especie E. albania, se encuentra mas cercana a E. m. diazi,
después ambas se asemejan mas a E. mazai mazai que a E. jethys (fig. 16).

2) UPGMA. Las especies mas emparentada son E. mazai mazai y E. mazai diazi,

después E. albania y finalmente E. jethys (fig. 17).

Los resultados de los dos métodos pueden diferir debido a qué con UPGMA se
suponen tasas de substitucion constantes a los largo de las ramas del dendrograma, en
tanto que el neighbor-joining permite tasas desiguales de cambio, no supone que todos
los linajes han divergido en cantidades iguales. En ambos casos sin embargo hay que
recordar que solo se toman en cuenta cuatro loci, excluyendo a loci muy diferenciados

entre especies.
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E. jethys 13
-[E. jethys 16 . m. diazi 1
E. m. diazi 3

E. m. diazi 4
E. m. diazi 2
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= E. albania 16
- E. albania 15
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- -E. albania 10
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= E. albania 14
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=F. albania 12

E. m. mazai 15

E. m. mazai 16
E. m. mazai 13
E. m. mazai 14

E. m. mazai 12
LE. jethys 14

Figura 16. Relaciones filogenéticas propuestas después de realizar un agrupamiento neighbor-
joining para todas las especies del complejo “jethys”.
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|-E. jJethys 14
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E. m. diazi 1
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~E. albania 8
~E. albania 16

E. albania 11

Figura 17. Relaciones filogenéticas propuestas después de realizar un agrupamiento UPGMA
para todas las especies del complejo “jethys”.



3.8.4.1.2 Diez loci.

Cuando se incluyen a todos los loci disponibles para E. albania, E. jethys y E. mazai
(10), los resultados con el UPGMA y con el neighbor-joining son distintos. C;)n el
UPGMA las poblaciones de las diferentes especies se agrupan en diferentes clados, pero
con el neighbor-joining las poblaciones de diferentes especies se mezclan. En este ultimo
caso se observé que la poblacion de Cuetzalan perteneciente a E. m. mazai se agrupa con

las poblaciones de E. jethys.

Al calcular las distancias genéticas obtuvimos que la poblaciéon de Cuetzalan se
separa del resto de su especie, ademds como veremos en el proximo capitulo Cuetzalan
muestra una marcada diferenciacion del resto con respecto al locus ME-1. Al eliminar a
este locus que no se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg y que posiblemente esta
bajo seleccion (o una parte del genoma asociada a él) los resultados son congruentes,
asi, tanto si suponemos tasas constantes de cambio (substitucién de aminodcidos) con el
UPGMA, Eomo si no las suponemos (neighbor-joining), las poblaciones de las
diferentes especies se agrupan en clados diferentes las poblaciones se agrupan en clados
diferentes con neighbor-joining y UPGMA. Las relaciones entre las especies coinciden
con ambos métodos de agrupamiento, siendo E. jethys y E. m. mazai especies hermanas

(figuras 18 y 19).
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_E. albania 6
E. albania 13

-I:E. albania 12
_E. albania 7
.[_E. albania 16
E. albania 11
|_E. albania 5
- E. albania 8

__E. albania 9
- E. albania 10

-F. albania 14

—f7, albania 15

E. jethys 14
E. jethys 13
. jethys 16
E. mazai 15
E. mazai 13
E. mazai 16

E. mazai 14
E. mazai 12

Figura 18. Relaciones filogenéticas propuestas después de realizar un agrupamiento
neighbor-joining para todas las especies del complejo “jethys”. Se utilizaron nueve loci.
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E. albania 7
{E. albania 16

_F. albania 8

_[_E. albania 9
E. albania 13

E. albania 10

E. albania 5

E. ;zlbania 6
E. albania 12

_E. jethys 14

-[E. Jethys 16
E. jethys 13

Figura

-F. mazai 15

e E. mazai 13

—E. mazai 14

= E. mazai 16
E. mazai 12

19. Relaciones filogenéticas propuestas después de realizar un

agrupamientoUPGMA para todas las especies del complejo “jethys”. Se utilizaron diez

loci.
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3.8.4.2 Métodos de Parsimonia.

En el caso de los métodos de parsimonia, se utilizaron los alelos como caracteres. Este
procedimiento se utilizo fundamentalmente porque al usar los loci como caracteres y los
alelos como estados de caracter el nimero de arboles igualmente parsimoniosos era

inmenso (mayor a 1,5000 arboles), en tanto que al usar a los alelos como caracteres el

nimero de drboles bajo substancialmente.

caracteres) para todas las especies a excepcion de E. m. diazi. Las matrices de

Se cont6 con cuatro loci (34 caracteres) para todas las especies y con 10 loci (53

presencia/ausencia de alelos se muestran en el cuadro 22 y 23.

Cuadro 22. Matriz de presencia ausencia para todas las poblaciones estudiadas (34 caracteres)

Lieinix

LR LR LR R LT

albania7
albania8
albanialo0
albaniall
albania?9
albanias
albaniaé
albanial5s
albanial4
albanial3
albanialé
albanial2

m. mazails

m. mazail4
m. mazail3

m. mazailé
m. mazailZ2

jethysl4
jethysl3
jethyslé
m. diazil
m. diazi2
m. diazi4
m. diazi3

0100100010001000000010000000011110
0010000001001000001010100000000110
0010010001001000001010100010001110
1011010001001000001010101000001110
1010000001001001001010000000001100
0010010001001001101010100000001110
1011000001001000001010100000000110
0010010001001000001010000000001110
1010010001001000101010101000001110
1010000001001001101010100000001110
0010000001001000001010101000001110
1010000001001000001010001000001110
1010000001001000001010000000001110
1011000000010010000100010100001110
1011000000010010000101010101001101
1011000000010010000101010100001100
1010000000010010000100010100001111
1010000000010010000100000100101100
1010001000100100100010100000000110
1010001000100100110010100000001110
1011001000100100100010100000001111
0010000000010010000100010001001110
0010000100010010000101010000001100
0011000100010010000100010100001110
0111000100010010000100010100001100
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Cuadro 23. Matriz de presencia ausencia para todas las poblaciones estudiadas a excepcion de las poblaciones

pertenecientes a E. m. diazi (53 caracteres)

Lieinix

by ey g by B b ey B b b b b b b R DO

.albania7

.albania8

.albanial0
.albaniall
.albania9

.albanias

.albaniaé

.albanials
.albanial4
.albanial3
.albanialé
.albanial2
m.
m.
m.
m.
m.

mazails
mazail4
mazail3
mazailé
mazail2

jethysl4
jethysl3
jethysleée

01001001000100010000000100000000111101110010011111001
01000100000010010000010101000000001100100010011010110
01000100100010010000010101000100011100100010001111110
01010110100010010000010101010000011100110010001111110
01110100000010010010010100000000011000100010001111110
01100100100010010011010101000000011100101010011110110
010101100000100100000101010000000011001000100011112110
010001001000100100000101000000000111001100100011111112
01010100100010010001010101010000011100101010001111110
11010100000010010011010101000000011100100110001111111
01000100000010010000010101010000011101110010001110011
01110100000010010000010100010000011100100010001110110
01110100000010010000010100000000011100100010001111110
11110110000000100100001000101000011101000010001010010
11010110000000100100001010101010011011000010001111110
11110110000000100100001010101000011001000010001010010
11010100000000100100001000101000011111000011001010010
11010100000000100100001000001001011001000011101110010
11110100010001001001000101000000001101000001101100010
01010100010001001001100101000000011101000001001111010
01010110010001001001000101000000011111000001101101010
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4 E. mazai diazi

57

3 E. mazai diazi

14 E jethys

100

13 E jethys

16 E jethys

Figura 20. Topologia que muestra el 4rbol de consenso (regla de mayoria) derivado de 546
igualmente parsimoniosos obtenidos mediante una bisqueda heuristica (TBR). Se trataron
34 caracteres (4 loci).



e Lieinix3 Lieinix
2 7 E. albania 2 3 7 E. albania
9 E. albania 9 E. albania
8 E. albania 8 E. albania
2 10 E. albania 2 10 E. albania
. 15 E. albania g 15 E. albania
= 11 E. albania ) 11 E. albania
L’Z 16 €. albani - ;
3 . albania 3 16 E. albania
12 E. albania 12 E. albsnia
3 —— _5 E. albania _ 3 14 E. albania
” 14 E. albania 5 E. albania
— 6 E. albania — 6 E. albania
2_ 13 E. albania L2 13E aiania
15 E. mazal mazai 15 E. mazai mazai
6 14E m.m L2 14 E. i
mazai mazai
7 13 E. mazai mazal - 13 E. mazai mazai
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5 L3 12 £ mazai mazai 6 L3 12 £ mazai mazai
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Figura 21. Seis 4rboles igualmente parsimoniosos
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, obtenidos por el método de bisqueda

branch & bound (secuencia de adicién del mas lejano), con 53 caracteres (10 loci), se
excluye a E. m. diazi. Los nimeros en cada rama indican el nimero de pasos.
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34 caracteres (4 loci).
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Figura 21. Seis arboles igualmente parsimoniosos, obtenidos por el método de bisqueda
branch & bound (secuencia de adicién del mds lejano), con 53 caracteres (10 loci), se
excluye a E. m. diazi. Los nimeros en cada rama indican el nimero de pasos.
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Figura 22. Topologia que muestra el drbol de consenso (regla de mayoria del 50%)
derivado de 6 arboles igualmente parsimoniosos (53 caracteres).
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Figura 23. Topologia después de 100 replicas (bootstrap). El niimero en cada rama indica
la proporcion de las 100 replicas que apoya cada clado (53 caracteres).
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3.9 DISCUSION.

Nuestros resultados muestran que :

1) Se muestran cuatro unidades evolutivas perfectamente diferenciables.

2) Los taxa se conservan tal como los propuso Llorente (1984)

3) Las dos subespecies de E. mazai son claramente diferentes, por lo que seria importante
revisar su sfatus taxonémico.

4) La filogenia propuesta por Llorente (com. pers.) se encuentra ampliamente respaldada por
las aloenzimas.

5) En la mayoria de los anélisis los métodos de distancia y los de parsimonia, mostraron
congruencia.

3.9.1 Unidades evolutivas.

En el complejo “jethys” existen controversias respecto a si efectivamente esta conformado
por una o varias_ especies, 0 subespecies (Lamas, 1979). En el presente trabajo
encontramos cuatro entidades bien definidas a partir de los datos aloenzimaticos. Las
entidades se encuentran muy diferenciadas, como lo muestran los altos valores de Fgr (x
= 0.476). Las diferencias encontradas a nivel del complejo “jethys” se deben a la
diferenciacion entre especies y no a la de poblaciones dentro de cada una de las especies,

como lo muestra el andlisis jerarquizado de la diferenciacion (cuadro 17).

Los valores de distancias genéticas entre las poblaciones de la misma especie son
bajos (en E. albania, E jethys y cada una de las subespecies de E. mazai), y son
similares a los que se encuentran en otras especies de lepidopteros (cuadro 18 y cuadro
8, capitulo II). Por otra parte, los valores promedio entre especies son particularmente
grandes (0.514 + .183) y son mds altos que cualquier otro valor reportado para otras
especies de lepidopteros (x = 0.514; Angevine y Brussard, 1979, Geiger, 1980; Shapiro
y Geiger, 1986; Shapiro y Geiger, 1989; Pashley et al., 1990) pero se encuentran dentro
del intervalo de valores reportados en otros estudios congenéricos de Lepidopteros (Stock
y Castrovillo, 1981; Menken y 1989; Hagen y Scriber, 1991). y de los valores

reportados para otras especies de insectos (cuadro 8, capitulo II).
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3.9.2 Los taxa se conservan tal como los propuso Llorente (1984).

La presencia de diferencias fijas en un solo locus, se ha aceptado generalmente
como evidencia de aislamiento reproductivo en taxa simpitricos (Menken, 1989), en el
caso del complejo “jethys” aunque hay varios alelos compartidos entre especies, en
algunos loci, los alelos presentes en cada especies son muy distintos (PGI, PGM-2, ME-
1, y GOT). Aun en especies de lepidopteros que hibridizan en cautiverio, se ha
observado que los genomas pueden ser muy distintos (Johnson, et al., 1996). En el
complejo “jethys” observamos solo una cépula interespecifica entre E. jethys y E. m.
mazai en Teocelo, Ver., sin embargo no se tienen datos sobre la frecuencia de estos

eventos y la viabilidad de los descendientes.

En Callosamia Johnson et al., (1976) lograron obtener hibridos interespecificos
en el laboratorio, sin embargo estos hibridos son generalmente estériles. Estos autores
encontraron diferencia alélicas fijas entre especies y distancias genéticas grandes (x =
0.23). Nuestros resultados indican que hay aislamiento reproductivo entre las entidades
encontradas y éstas corresponden a las especies anotadas por Llorente (1984). Si
tomamos el criterio de aislamiento rerpoductivo para definir a las especies, en el

complejo “jethys” se conservan las especies propuestas por Llorente (1984).

3.9.2 Diferenciacion en E. mazai. ;Subespecies o especies?

E. mazai ocupa una vasta extension, cubriendo gradientes altitudinales y latitudinales por las
dos vertientes costeras del pais, y se podria esperar que la estrecha interrelacion entre las
larvas y sus hospederos faciliten la diferenciacion genética a gran escala de sus poblaciones,
mientras que el movimiento significativo de los adultos podria oponerse al desarrollo de tal

estructura genética.

La diferenciacion genética que presentan las poblaciones de £. mazai del Atlantico y

las del Pacifico (Fsr = 0.232) y el dendrograma basado en las distancias genéticas, muestra
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claramente que se separan los dos grupos de poblaciones (a una distancia genética de 0.30).
En algunos trabajos sobre lepidopteros, niveles de distancias similares se han encontrado
entre especies (Shapiro y Geiger, 1986; Pashley et a.l., 1990, etc., cuadro 8, capitulo II) y
otros insectos como es el caso de Drosophila se han encontrado tanto a nivel de especies

como de subespecies (Ayala et al., 1974).

Los niveles de flujo génico (Nm) que se obtienen con métodos indirectos, son un
valor promedio de eventos historicos y actuales, en contraste con los métodos directos, con
los que se obtienen estimaciones del flujo génico que reflejan eventos que estan ocurriendo
cuando se hicieron las mediciones (Slatkin 1985b). El valor de Nm calculado a partir de la
Fsr promedio (2.633), podria indicar la existencia de flujo de genes entre las poblaciones,
pero puesto que las distancias y barreras geograficas que separan a las poblaciones de E.
mazai por la vertiente del Golfo y del Pacifico son practicamente imposibles de superar
por estas mariposas, posiblemente los niveles de flujo génico obtenidos estdn reflejando
eventos historicos, mas que actuales. Podemos decir que ambas subespecies forman
entidades evolutivas independientes, por lo que sugerimos que se revise su Starus
taxonémico ya que se podrian considerar diferentes especies (segun la definicion

filogenética de especie).

El complejo "jethys" pertenece a la tribu Dismorphiini, la cual, aparentemente se
origind en las Guyanas y el Brasil. Esta tribu estuvo aislada desde el Paleoceno hasta finales
del Mioceno, en la gran isla-continente de Sudameérica, y, posteriormente irradio en varias
ramas, en una de las cuales se encuentra el género Enantia. Al parecer, el complejo "jethys"
lleg6 al area tropical mesoamericana desde finales del Mioceno o principios del Plioceno, en
donde su divergencia no ha alcanzado el nivel de género y las especies que lo constituyen
estan mas emparentados entre si, que con especies sudamericanas (Llorente, 1984). El
complejo "jethys" es un grupo muy antiguo, que ha estado asociado principalmente al
Bosque Mesofilo de Montafia y a la Selva Alta Perennifolia. El complejo "jethys" ingreso a

México por las dos vertientes costeras a través de las cadenas montafiosas siguiendo la
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distribucion de los bosques tropicales (Llorente, 1984). Los niveles de flujo génico
encontrados entre las poblaciones de la vertiente del Pacifico y la del Atlantico
probablemente reflejan las condiciones del pasado, en donde la distribucion continua de los

bosques permitia la migracion e intercambio continuo de individuos entre estas poblaciones.

3.9.3 Relaciones filogenéticas.

La electroforesis de aloenzimas ha probado ser util para estimar la divergencia genética y
las relaciones filogenéticas de insectos a varios niveles taxonémicos (Geiger, 1980;
Pashley, 1983; Berlocher, 1984). En el presente trabajo se encontré que la propuesta
filogenética de Llorente (com. pers.) se encuentra ampliamente respaldada por las

aloenzimas.

Cuando realizamos una exploracién inicial de las relaciones filogenéticas entre
especies construimos una matriz de presencia ausencia de alelos por especie, a partir de
la cual calculamos el porcentaje de alelos compartidos. Lienix nemesis, resulto ser un
buen grupo externo debido al alto nimero de alelos compartidos con Enantia. El
porcentaje mds alto de alelos compartidos se present6 entre las dos subespecies de E.
mazai; sin embargo con el agrupamiento con UPGMA E. albania y Lienix quedan juntas
y con el andlisis de parsimonia en uno de los dos arboles igualmente parsimoniosos
también se muestra esa topologia y en el otro arbol E. albania se junta con E. jethys.,
pero con el bootstrap la topologia que se obtiene indica que las dos subespecies de E.
mazai son grupos hermanos, y el grupo que conforman es hermano de E. jethys y éste
altimo se separa de E. albania y Lienix a la misma longitud. En estos resultados aunque
parece no haber congruencia entre las hipétesis de relacion obtenidas por los diferentes
métodos, hay que recordar que el mimero de loci muestrados fue bajo y que ademads
tomamos la presencia/ausencia de alelos por especie y no por poblacion. Cuando
analizamos solo cuatro loci dejamos de lado algunos en los que existe mucha
diferenciacién (PGM-2, G6PD-1 y ME-1), y no tomamos en cuenta la frecuencia de los

alelos, y ésta puede llegar a ser importante, ya que hay alelos detectados en muy baja
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frecuencia en algunas especies (frecuencia menor a 0.05, como por ejemplo: el alelo D
de IDH-2, L en PGI en E. albania, F de GOT en E. jethys, y D de IDH-2, y J de GOT
en E. m. mazai, ver cuadros 37-40 del apéndice). Por lo que es posible que en otros taxa
se encuentren los mismos alelos también en frecuencias muy bajas, pero que no se hayan

detectado por simple error de muestreo.

Cuando se analizan las poblaciones, de alguna manera se pondera la presencia de
alelos raros que no estan presentes en todas las poblaciones de las especies por lo que el
andlisis es mas robusto. Al realizar un estudio de todas las poblaciones recolectadas con
respecto a la presencia/ausencia de alelos, encontramos que nuevamente las dos
subespecies de E. mazai son las mds cercanas, que a su vez se encuentran mas cercanas
a E. jethys que a E. albania.

Al utilizar los métodos de distancia con diez loci (53 caracteres), encontramos los
mismos resultados con los dos diferentes métodos de agrupamiento: con UPGMA que
supone que la tasa de substitucion de genes es constante a lo largo de las ramas y
neighbor-joining que permite tasas de cambio desiguales entre las ramas. Nuevamente las

relaciones filogenéticas obtenidas con los métodos de parsimonia se mantienen.

Los resultados nos muestran que los datos son muy robustos, ya que los clados
obtenidos, asi como las relaciones filogenéticas entre los mismos permanecen iguales
independientemente si se usan métodos de distancia o de parsimonia. Finalmente la
topologia obtenida a partir de estos andlisis apoya la hipétesis filogenética de Llorente

(com. pers.) respecto al complejo “jethys”.
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CAPITULO IV

ESTRUCTURA GENETICA, FLUJO GENICO Y PATRONES DE
AISLAMIENTO POR DISTANCIA EN LAS POBLACIONES DE LAS
ESPECIES QUE CONFORMAN AL COMPLEJO “JETHYS”

4.1 INTRODUCCION.

La manera en la que se distribuye la variacion genética dentro y entre poblaciones
constituye su estructura genética e involucra el estudio de la variacién genética espacial y
temporal. La dispersion y el movimiento de los genes tiene importantes consecuencias para
la dindmica de las poblaciones y su capacidad para adaptarse a condiciones locales. El flujo
de genes tiende a hacer las poblaciones mas homogéneas. Si el efecto del flujo de genes es
mayor que el efecto de la seleccion en los hdbitats locales, se evitard la diferenciaciéon entre

poblaciones.

Para estimar los valores de flujo génico entre poblaciones se han desarrollado
métodos directos e indirectos. Las estimaciones directas en insectos involucran
observaciones relacionadas con el movimiento de los adultos, aunque tienen la ventaja de
estar basados en observaciones reales, en ocasiones no son confiables, puesto que los
individuos que se dispersan no siempre tienen la misma oportunidad de aparearse que los
residentes (Slatkin, 1994; Roderick, 1996). Los métodos indirectos usan las frecuencias
alélicas, los polimorfismos en los sitios de restriccion o secuenciacién de ADN y a partir de
estos generan estimadores del nimero de gametos o individuos que se mueven entre las

poblaciones (Slatkin, 1987).
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Para discernir entre diferentes procesos geogrificos de flujo génico de patrones
espaciales de diferenciacion, se han asociado las estimaciones indirectas de flujo génico con
el modelo de aislamiento por distancia y el modelo “stepping-stone”. El modelo de
aislamiento por distancia supone que las poblaciones se distribuyen como un continuo y el
intercambio de genes entre ellas disminuye con la distancia (Slatkin, 1993). El modelo
“stepping-stone” cuando las poblaciones estdn organizadas en colonias discretas y solo existe

migracion entre los demos mds cercanos (Hedrick, 1983).

Las especies del complejo “jethys” pertenecen una tribu de mariposas que tienen un
origen antiguo, el origen de este grupo en México no se extiende mads alld del Mioceno, es
decir hace aproximadamente cinco millones de afios (Llorente, 1984). Las mariposas en
general tienen gran capacidad de dispersion, por lo que se espera que las poblaciones sean
mas o menos homogéneas a lo largo del area de distribucion de las especies. Sin embargo el
hecho de que la planta de alimentacion de estas mariposas se encuentre en forma de
parches, hace pensar que las poblaciones adyacentes mantengan mayores niveles de flujo
génico siguiendo un modelo “stepping-stone” o de aislamiento por distancia. Ademas, las
larvas de esta tribu estdn estrechamente especializadas a las plantas de Inga, la cual se
encuentra asociadas al bosque mesdfilo de montana y a la selva alta perennifolia. Ambos
tipos de vegetacion se encuentran distribuidos en forma discontinua a lo largo del territorio
nacional y han sufrido severas perturbaciones durante los tultimos veinte afios. El bosque
mes6filo de montafia probablemente ha pasado por ciclos de expansion y contraccion por

cientos o miles de afos durante el pasado (Peterson et al., 1992).

Las mariposas presentan diferencias entre poblaciones con respecto a la
pigmentacion alar, dependiendo de las condiciones de humedad. La pigmentacion es mas
intensa en sitios hiimedos y también es mds pronunciada en época de lluvias que en época
de secas. Las especies que constituyen al complejo “jethys” tienen una amplia gama de
variabilidad en los patrones de coloracion alar. El nimero, distribucion y area que ocupan

las manchas de color negro que se presentan sobre la superficie dorsal de las alas de estas
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mariposas, varia entre las especies. Tipicamente las poblaciones que se encuentran a
mayores altitudes se enfrentan a condiciones mds frias y himedas que aquellas a bajas
altitudes (Geiger, 1965), esto explica la clina altitudinal que se presenta en los patrones de
coloracion alar de estas especies (a mayor altitud mayor pigmentacién). E. jethys es la
especie con mayor pigmentacion, le sigue E. mazai y finalmente E. albania. Cuando las
tres especies se encuentran en simpatria, E. jethys prefiere el intervalo altitudinal més alto
(1100-1550m), le sigue E. m. mazai (700-1300m) y hasta abajo E. albania (200-1050m),
aunque existe cierto grado de solapamiento a lo largo de la distribucién altitudinal de estas

especies (Lorente, 1984).

La fuente de recursos alimenticios domina la distribucién de las poblaciones de
mariposas no migratorias <8<9. Uno de los més importantes factores que influencian la
estructura de las poblaciones de mariposas es la abundancia de recursos alimenticios para las
larvas y los adultos. El movimiento de los adultos claramente controla la estructura de las
poblaciones de mariposas, ya que el movimiento de las larvas es generalmente muy
reducido En muchos casos las especies de plantas que proveen néctar son diferentes a las
que proveen comida para las larvas, pero crecen juntas en el mismo parche. Cuando los
recursos de las larvas y de los adultos estan separado las mariposas obviamente vuelan entre
ellos. Los patrones de movimiento en E. editha pueden cambiar dentro y entre anos en
respuesta a cambios en la distribucién de los recursos (Gilbert y Singer, 1973; Ehrlich et
al., 1975) La cuestién es si el comportamiento divergente de vuelo ha evolucionado en
poblaciones que confrontan diferentes ambientas, o si puede ser grandemente modificado

por la respuesta individual a rdpidos cambios ambientasles. Los machos de las especies del

complejo “jethys” presentan un comportamiento territorial y existen interacciones intra e

interespecificas. El comportamiento territorial de los machos, que defienden un pequefio
territorio hace pensar en la posibilidad de diferenciacion entre subpoblaciones. El hecho de
que las especies se encuentren en un amplio intervalo altitudinal (que va de 0 a 1,500
metros, dependiendo de la especie), también abre la posibilidad de que poblaciones que se

encuentren a diferentes altitudes tengan una adaptacion local que conlleve a la
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diferenciacion entre las mismas. Esto se ha reportado en otras especies de mariposas donde
la influencia de la elevacién sobre la temperatura y los regimenes de precipitacion,
conllevan a que las poblaciones estén expuestas a altos gradientes microcliméticos (Barry y
Van Wie, 1974), tipicamente las poblaciones que se presentan a mayor altitud se enfrentan a
condiciones més himedas y frias que aquellas de altitudes bajas (Geiger, 1965). Estas
diferencias microcliméticas conducen a la formacion de ecotipos tanto en plantas como en

animales (Friend y Woodward, 1990; Confalioneri y Colombo1989).

4.2 OBJETIVOS.

e Estimar y comparar los patrones de variacién genética intra e interespecificos en las tres
especies que constituyen el complejo “jethys”

e Describir y comparar la estructura genética de las especies que constituyen el complejo
“jethys”

e Estimar los niveles de flujo génico entre las poblaciones y establecer si existe un patrén

de aislamiento por distancia.

4.3 METODOS.

4.3.1 Muestreo.

La recolecta de especimenes se llevo a cabo de la siguiente forma:

1) Se recolectaron ejemplares de las tres especies que conforman el complejo “jethys”.

2) Se recolectaron poblaciones disyuntas de Enantia mazai por la vertiente del Golfo y del
Pacifico.

3) Se recolectaron especimenes de E. albania, E. mazai mazai y E. jethys en poblaciones

en donde las tres especies se encuentran en simpatria.

Se excluyeron de la planeacion de recolecta a las poblaciones de E. albania y E. m.
mazai que se encuentran reportadas al norte de Tamaulipas y al sur de Texas, ya que estos
tltimos registros son inciertos y uno de ellos data de 1863. Entre 1992 y 1993, se

recolectaron ejemplares adultos de doce poblaciones de Enantia albania, cinco poblaciones
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de Enantia mazai mazai, cuatro poblaciones de Enantia mazai diazi y tres poblaciones de
Enantia jethys. En tres de las poblaciones se encuentran las tres especies en simpatria y en

cinco de ellas (incluyendo las tres anteriores) se encuentran E. albania y E. m. mazai.

4.3.2 Electroforesis.

4.3..2.1 Electroforesis en acetato de celulosa.

En Enantia albania, E. mazai mazai, y E. jethys, las muestras se corrieron en geles de
acetato de celulosa y se obtuvieron 10 loci: ME-1, ME-2, G6PD-1, G6PD-2, PGM-1,
PGM-2, IDH, PGI y GOT. La técnica utilizada fue la de Richardson et al., 1986. Los
sistemas amortiguadores se muestran en el apéndice, y las recetas utilizadas para la tincion

son de Herbert y Beaton (1989).

4.3..2.2 Electroforesis en almidon.

Para Enantia mazai diazi se corrieron geles de almidon horizontalmente y se obtuvieron 4
loci perfectamente legibles: GOT, PGI, IDH y PGM (los sistemas amortiguadores se

describen en el capitulo III). Las recetas de las enzimas se enlistan en el apéndice.

4.4 ANALISIS DE DATOS.

4.4.1. Variacion genética.

Se estimaron las frecuencias alélicas para las poblaciones de cada especie con el programa
BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981), a partir de los electromorfos obtenidos en los
geles(genotipos inferidos). La heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre las
poblaciones se estudi6 con una prueba de G (Sokal y Rohlf, 1981). A partir de las
frecuencias alélicas se estimaron las frecuencias genotipicas. La significancia de las
desviaciones genotipicas del equilibrio Hardy-Weinberg para cada locus en cada poblacion
fue determinado a través de una prueba de )(2, usando el método de Levene (1949) y con la
correccion de Yates para tamafios de muestra pequefios. Cuando el nimero de individuos

esperados en una clase era menor que uno, los alelos con bajas frecuencias fueron
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agrupados con la frecuencia siguiente mds cercana. El agrupamiento eliminé de la prueba a
algunos loci que fueron polimérficos sélo para alelos raros. Los niveles de significancia
fueron ajustados utilizando el procedimiento secuencial de Bonferroni (Rice, 1989). El
ajuste de los niveles de significancia es importante cuando se llevan a cabo pruebas
multiples para minimizar los errores de tipo I, puesto que la posibilidad de que se presenten

dichos errores se incrementa con el nimero de pruebas independientes realizadas.

4.4.2. Coeficientes de endogamia y estadisticos ' de Wright.

Se estimaron los coeficientes de endogamia para cada poblacion. Para analizar la
diferenciacion entre las poblaciones utilizamos las modificaciones Weir y Cockerham
(1984) de los estadisticos F de Wright (1978; Fs, Fsr, F;r), mediante un programa de
computacion adaptado por Alvarez-Buylla et al. (en prensa). Estos estadisticos nos permiten
analizar las proporciones de heterocigotos en tres niveles jerarquicos, dentro de cada

subpoblacion (Fs), entre subpoblaciones (Fsr), y en la poblacién en conjunto (F;r).

Puesto que la modificacion de Weir y Cockerham (1984) de los estadisticos F de
Wright usa estimadores que son corregidos por las diferencias del tamafo de muestra, Fsr
puede tomar valores ligeramente negativos en su formulacion, lo cual indica que no existe
diferenciacion entre las subpoblaciones (Slatkin y Barton, 1989). Se estimaron intervalos de
confianza al 95% para los valores promedio de Fs, Fsr y Frr con el método de bootstrap

sobre todos los loci, con 1000 remuestras (Weir, 1990).

Para determinar si las estimaciones F;s y F:r por locus fueron significativamente

diferentes de cero, se us0 una prueba de x* de Li y Horvitz (1953) {x2 = FN (k -1); gl =
[k (k -1)]/2; k = nimero de alelos, N = tamafio de muestra} y la )(2 de Workman y
Niswander (1970) {xz = 2NFgs; (k -1); gl = [(k -1)(s -1); s = nimero de subpoblaciones}

para probar si los valores de Fs; por locus fueron significativamente diferentes de cero.
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Calculamos el valor de Nom (i.e. el nimero promedio de migrantes intercambiados
por las poblaciones por generacién; Hellerberg, 1994) a partir de la férmula de Wright
(1951): Nom = 1/4(1/Fsr -1), donde N, es €l tamaiio efectivo de la poblaciéon y m es la
tasa de migracion o la proporcion de una poblacién que migra por generacion (Slatkin,

1985b, 1987).

4.4.3. Distancias e identidades genéticas.

Las distancias e identidades genéticas (D e I respectivamente Nei, 1972), fueron estimadas
para todas las parejas de poblaciones. Las relaciones de distancia genética fueron resumidas
en la forma de un dendrograma derivado del método de agrupamiento UPGMA (Sneath y
Sokal, 1973). También se obtuvieron matrices de las distancias geograficas entre las
poblaciones en cada especie. La correlacion entre las matrices de distancias genéticas versus
las matrices de distancias geograficas se analiz6 mediante la prueba de Mantel, utilizando el

programa NTSYS (Rohlf, 1993; con nueve mil permutaciones al azar).

4.4.4. Aislamiento por distancia.

Para estimar los niveles de flujo génico por parejas de poblaciones y explorar si existe o no,
un patrén de aislamiento por distancia en estas especies, se utilizd el método propuesto por
Slatkin (1993), obteniéndose M, mediante un programa de computacion. La correlacion
entre la matriz del logaritmo en base diez de las distancias geograficas versus la matriz de
M se analiz6 mediante la prueba de Mantel, utilizando el programa NTSYS version 1.7

(Rohlf, 1993; con nueve mil permutaciones al azar).

4.5 RESULTADOS.

4.5.1 Abundancia.

A diferencia de lo reportado anteriormente como la cota altitudinal superior de E. albania
(1,300 msnm) por Llorente (1984) en este estudio se le encontré hasta una altitud de 1,550
metros sobre el nivel del mar. También es notable el hecho que cuando las tres especies se

presentaban en la misma localidad, E. albania se presentd con mayor abundancia en el
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intervalo superior junto con E. mazai mazai. Es importante resaltar que a pesar de realizar

una busqueda exhaustiva de E. mazai mazai y E. jethys en las localidades citadas en la

literatura y las colecciones (Fortin, Ver., La Esperanza, Oax, Santa Rosa, Chis, y

Xilitlilla, SLP.) en donde era comiin encontrarlas en la década de los setentas, en los afios

colectados (1992-1993), la abundancia relativa de estas especies fue muy baja y fue dificil

encontrar sus poblaciones y la recolecta fue muy reducida o nula (cuadro 24).

Cuadro 24. Tipo de vegetacion, altitud, latitud y longitud de 12 poblaciones de Enantia
albania, 5 poblaciones de E.m mazai 4 poblaciones de E.m diazi y 3 poblaciones de E.

Jethys analizadas en este estudio.

Poblacion @ Estado ®  Numero de ejemplares colectados Veg® Altitudd Latitud  Longitud
E. E. m. E.m. E
|- albania mazai diazi jethys
La Conchita(LCH) SLP 22 2 1450 21°24' 98°59'
Xilitlilla (XIL) SLP 29 2 1450 21°21' 99°01'
Pilcuatla 1 (PIL1) HGO 8 3 1550 20°56' 98°32'
Pilcuatla 2 (PIL2) HGO 27 3 1550 20°56' 98°32'
Tlaxcalantongo 1 PUE 30 2 670 20°19' 97°52'
(TLA1)
Tlaxcalantongo 2 PUE 30 2 630 20°19'" 97°52'
(TLA2)
Ahuaxentitla (AHU)  PUE 26 2 630 20°15" 97°53'
Cuetzalan (CUE) PUE 19 16 1 1100 20°01" 97°34'
Xico (XIC) VER 20 24 11 3 1350 19°25" 97°00'
Teocelo (TEO) VER 21 32 34 3 1050 19°23' 96°58'
Fortin (FOR) VER 23 26 2 1100 18°53" 97°00'
Sochiapa (XOC) VER 15 24 27 2 1450 17°39' 95°44'
Cuarentefio (CUA) NAY 34 3 1000 21°31' 104°58'
Los Mazos (LMZ) JAL 13 3 1700 19°34' 103°30'
Zumpimito (ZUM) MICH 34 3 1600 19°22' 102°03'
Nueva Delhi (NDH) GRO 27 3 1420 17°25' 100°11'

a entre paréntesis se muestra la abreviatura utilizada en el presente trabajo

b Estado SLP= San Luis Potosi, HGO= Hidalgo , PUE= Puebla, VER = Veracruz, NAY =Nayarit,
JAL =Jalisco, MICH =Michoacian, GRO =Guerrero
¢ tipo de vegetacién: 1= bosque de pino-encino, 2= selva alta perennifolia, 3 =bosque meséfilo de montafia.
d altura en metros sobre el nivel del mar
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4.5.2. Electroforesis.

En una exploracion inicial en E. albania, E. mazai mazai y E. jethys se encontraron
veinte enzimas, de las cuales se utilizaron seis perfectamente legibles en los geles de
acetato de celulosa, que finalmente nos dieron un total de 10 loci: IDH-1, IDH-2, PGI,
GOT, PGM-1, PGM-2, G6PD-1, G6PD-2, ME-1 y ME-2. En E. mazai diazi las cuatro
enzimas legibles en geles de almidon, nos dieron en total cuatro loci: IDH-2, PGI, GOT
y PGM-1. Varios individuos previamente analizados en almidén se corrieron en celulosa
y se comprobd que los loci leidos en almidén corresponden a los legibles en celulosa. En

las figuras 22 y 23 se muestran geles obtenidos en acetato de celulosa y en almidon.

Para algunas enzimas (IDH y PGM) el nimero de loci detectables en acetato de
celulosa fue de dos en lugar de uno, la definicién de las bandas y la separacion de las
mismas fueron superiores en acetato de celulosa. Esto dltimo dio como resultado el
registro de un mayor nimero de loci en acetato de celulosa, que en el caso del almidon
no eran perfectamente legibles o no se presentaban (IDH-1, PGM-2, G6PD-1, G6PD-2,
ME-1 y ME-2).

Los geles de acetato de celulosa resultaron mas faciles de correr, ya que no
requerian ni preparacion previa, ni cortarlos en rebanadas. Ademas, los resultados fueron
obtenidos con mayor rapidez (una hora y media como maximo a comparacion de las 8
horas en promedio, necesarias en almidén) lo cual permitia corregir errores en un
periodo de tiempo muy corto y ademds la posibilidad de jugar con diferentes
combinaciones de poblaciones/especies, con el fin de comparar los loci. El registro
permanente a través de la fotocopia del gel en acetato de celulosa también fue mas
barato que las fotografias tomadas de los geles de almidén. En la figura 24 se muestra un

gel de acetato de celulosa y en la 25 un gel en almidon.
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Figura 24 Fotografia de un gel de acetato de celulosa para la enzima PGI.



Enantia mazai diag GOT
| UMPIMI'I'O MICHOACAN '

Figura 25. Fotografia de un gel de almiddn para la enzima GOT



4.5.3 Variacion genética

4.5.3.1 Numero de alelos por locus.

Las tres especies comparten los mismos alelos en los loci IDH-1 e IDH-2.Como
mencioné en el capitulo III, para el resto de los loci el nimero de alelos por locus es muy
variable entre las especies; asimismo, los alelos que comparten también son

heterogéneos.

En E. albania el mayor nimero de alelos por locus lo presentan los loci PGI y GOT,
ambos con cinco alelos. En E. jethys el locus PGI presenta el mayor nimero de alelos con
cinco. En E. mazai el locus GOT present6 el mayor nimero de alelos, seis en el caso de E.
mazai mazai y cinco en E. mazai diazi. Sin embargo, el nimero promedio de alelos por locus
esta alrededor de dos en las tres especies (2.04 en E.albania, 1.98 en E. mazai mazai, 2.6 en

E. mazai diazi y 2 en E. jethys).

4.5.3.2 Variacion dentro de las poblaciones.

La proporcion de loci polimoérficos es muy alta en E. mazai diazi donde va del 75 al 100%. Es
menor en las poblaciones de E. albania y E. mazai mazai donde va del 40 al 60%, y en E.
Jethys del 30 al 40%. Los niveles de heterocigosidad varian mdas en E. albania (0.075 a
0.161), E. Jethys (0.094 a 0.129) y E. m. diazi (0.262 a 0.367). Varian menos en E. m. mazai
(0.100 a 0.157; cuadro 25).

En algunos casos no fue posible realizar la prueba de chi cuadrada, puesto que el
nimero esperado en una clase genotipica fue menor a uno y el agrupamiento de las clases
alélicas para alcanzar un tamafo de uno no fue posible debido a que sélo se presentaron dos

clases (doce de 122 casos en total i.e. cerca del 10 %; cuadro 25).
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Cuadro 25. Variabilidad genética en doce poblaciones de E. albania, tres poblaciones de E. jethys, cinco poblaciones de £ m
nazio mazai y E. m. diazi en México. La recolecta de individuos se realizé entre 1992 y 1993. La significancia de las
gesviaciones genotipicas del equilibrio H-W, para cada locus en cada poblacién fue determinado a través de la prueba de
chi-cuadrada, usando el método de Levene (1949), y con la correccién de Yates para pequefios tamafios de muestra. El
gjuste de a se realizé con la prueba secuencial de Bonferroni. Desviaciones estdndar entre paréntesis.

Poblacién Tamafio de Promedio del

muestra nimero de
promedio por alelos por
locus locus

% de loci
polimérficos

Heterocigosidad promedio
Hobs Hesp

conteo directo esperado en H-W

Loci

significativos

Loci en donde

no se pudo
realizar la
prueba

'-___—-—__—_—_-_—————-'__

Enantia albania
PIL1 8 (0 1.6 .2 50 0.075 (.033) 0.112 (.044) - GPD-1
PIL2 27 o) 2 (4 40 0.152 (.065) 0.187 (.078) - -
TLA2 30 (o 2.3 (4 60 0.123 (o51) 0.153 (.058) - -
AHU 252 19 1.9 (.3) 40 0.158 (.060) 0.161 (.063) - 2
TLAI1 299 1 2.3 (4 40 0.161 (.060) 0.176 (.066) = -
LCH 21.5 (1. 1.9 (.3) 40 0.131 (057 0.152 (.064) - PGM-1
XIL 28.9 (.1) 2 3 40 0.114 (o051 0.151 (059 - PGM-2
FOR 22.8 (.1) 2.3 (4) 40 0.109 (.042) 0.163 (.062) - PGM-2
Xic 20 (o) 2.4 (.3) 50 0.140 (.049) 0.186 (.065) G6PD-1 =
B0 203 2y 2 (3 50 0.135 (064)  0.142 (057) - G6PD-1
XoC 15 (0 1.9 (.3) 50 0.133 (.050) 0.162 (.060) - -
CUE 18.8 (.1) 1.9 (.3) 50 0.106 (.046) 0.129 (.052) G6PD-1
media 22.28 (6.27) 2.04 (.22) 0.128 (.023) 0.156 (.020)
Enantia jethys
Xic 11 (0) 1.9 (.3) 40 0.100 (.046) 0.152 (.067) - IDH-2
TRO 34 (.0) 2.0 (.4) 30 0.129 (.063) 0.158 (.072) PGM-1 -
1 G6PD-1,
Xoc 27 1) 2.1 (4 30 0.094 (.061) 0.142 (.068) IDH-2 o R
media 24 (9.63) 2 (.082) 0.107 (.015) 0.150 (.006)
Enantia mazai mazai
FOR 26 (.0) 1.9 (.3) 50 0.150 (.054) 0.158 (.055) - -
Xic 23.8 (.5) 2.3 (.4) 60 0.146 (.053) 0.181 (.063) - G6PD-1
TRO 31.7 (.2) 1.9 (.3) 40 0.139 (.057) 0.145 (.056) - -
XOC 239 1) 1.9 (.3) 50 0.100 (.045) 0.161 (.056) PGM-1 ME-1
CUE 15.6 (.2) 1.9 (2) 60 0.157 (.068) 0.230 (.076) ME-1 G6PD-1
media 24.2 (5.17) 1.98 (.16) 0.138 (.020) 0.175 (.030)
Enantia mazai diazi
CUA 32.3 (.9) 2.3 (.5) 75 367 (.144) 362 (.125) - -
IMZ 12.5 (5 2.3 (.5 75 365 (.164) 312 (114) - -
ZM 25 (1. 3 (4 100 293 (114) 395 (.041) - -
NDH 293 3.1) 3 (4 100 262 (.049) 363 (.097) IDH-2 .
media 24.8 (7.55) 2.6 (.35) 0.322 (.045) 0.358 (.030)




De las 68 combinaciones de loci/poblaciones analizadas para E. albania, dos
pruebas fueron significativas lo cual dio una proporcién de 0.03. En E. mazai mazai, 2
de los 27 estan fuera del equilibrio Hardy-Weinberg dandonos una proporcién de 0.07.
En E. mazai diazi, una de las catorce pruebas es significativa lo que dio una proporcién
de 0.071. Estas proporciones estdn muy cercanas al 5% de las pruebas que se espera den
resultados significativos debido al error de tipo I. En E. jethys dos de los 13 loci

analizados se encuentran fuera del equilibrio, lo que nos da una proporcion de 0.15

4.5.3.3 Heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre poblaciones.

Después de realizar la prueba de G para analizar la heterogeneidad en las frecuencias
alélicas entre las poblaciones en cada locus, se encontr6 que en E. albania las
poblaciones de Pilcuatla2 y Sochiapa (15 y14) se diferencian del resto con respecto al
locus PGM-1 (p = 0.021), y las poblaciones de La Conchita y Xico (5 y 12) se

diferencian del resto en el locus G6PD-1 (p = 0.004)(cuadro 26).

En E. jethys para el locus PGM-1, se diferencia la poblacién de Xico (12) con
respecto a Sochiapa y Teocelo (12 y 14; p = 0.01). En E. mazai diazi la poblacion de
Zumpimito (3) se diferencia de las demads para el locus IDH-2 (p = 0.0092). Finalmente

en E. mazai mazai las poblaciones de Fortin y Sochiapa (13 y 14) se diferencian del resto
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con respecto al locus PGM-1 (p = 0.00001), y Cuetzalan respecto a las demds en el

jocus ME-1 (p = 0.00001) (caudro 26).

Cuadro 26. Representacion de la heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre las
poblaciones que constituyen el complejo “jethys”

Enantia albania

Locus PGM-1 a b

PIL2, SOC El resto de las poblaciones de E.albania

Locus G6PD-1 a b c
LCH XIC El resto de las pob. de E.albania
Enantia jethys |
Locus PGM-1 a b
XIC TEO y SOC

Enantia mazai mazai

Locus PGM-1 a b
FOR, SOC El resto de las pob. de E.m. mazai
Locus ME-1 a b
CUE El resto de las poblaciones de E. m. mazai

Enantia mazai diazi

Locus IDH-2 a b

ZUM El resto de las poblaciones de E. m. diazi
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4.5.4 Coeficientes de endogamia (F).

En todas las especies estudiadas, cerca del 50% de los coeficientes de endogamia (F )
son positivos, y el otro 50% son negativos. Los porcentajes de los coeficientes positivos
en cada especie son: 44% en E. albania, 46% en E. jethys, 52% en E. m.. mazai y 57%
en E. m. diazi. Ningin coeficiente de endogamia negativo fue significativo en estas

especies (cuadro 26).

En E. albania los valores de los coeficientes de endogamia significativamente
mayores de cero se encontraron en los loci IDH-2 y G6PD-1. En tanto que para IDH-2,
el valor significativo se encuentra en una poblacién (TLA2), para G6PD-1 los valores
significativos se presentan en dos de las doce poblaciones estudiadas (XIC y CUE;
cuadro 27). En E. jethys las F significativamente mayores de cero, se encuentran en los
loci IDH-2 y PGM-1, en las poblaciones de Sochiapa y Teocelo, respectivamente

(cuadro 27).

En E. m. mazai hay dos coeficientes de endogamia significativamente mayores de
cero, uno en el locus PGM-1 y otro en el locus ME-1 (en SOC y CUE, respectivamente,
cuadro27). En E. m. diazi el unico coeficiente de endogamia significativo se presento en
el locus IDH-2, en la poblacién de Zumpimito (cuadro 27). Se puede decir en general
que en las especies antes mencionadas, se presenta un ligero exceso de homoécigos en

diferentes loci que en algunos casos resulta ser significativo.
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Cuadro 27. Coeficientes de endogamia (F ) para los loci polimorficos para 12 pob\acionés de E. albania, 3 poblaciones de E. jethys, S
poblaciones de E. m. mazai y 4 poblaciones de E. m . diazi. La prueba estadistica se realizo de acuerdo a Li y Horovitz (1953).

pob/especie IDH-1 IDH-2 PGI GOT PGM-1 PGM-2 G6PD-1 | G6PD-2 ME-1 Promedio
E. albania
PIL1 -.143 -.103 -.067 -— -.067 -.095 (.036)
PIL2 217 .075 111 311* .1785  (.106)
TLA2 653* 175 .103 -.040 .464* 123 .246 (.249)
AHU -.020 -.042 .078 -.061 -.190 .094 -.023 (-103)
TLA1 -.017 .060 211 .046 -.017 -.040 -.017 .032 (.086)
LCH -.035 -.15 -.281 .617 .369 .104 (:375)
XIL .420 -.208 -.078 -— .487 -.018 .120 (312)
FOR -.022 .207 319 -.108 ———- .594 .198 (:279)
XIC -.026 -.026 -.088 .027 -.039 .824* -.026 -.143 .062 (.311)
TEO .010 -.227 .245 -.038 .641 -.024 .101 (.304)
SOC -.034 -.071 .167 -.121 121 .542 .100 (:243)
CUE -.056 -.027 -.118 -.052 -.043 .708* .068 (.314)
Promedio -.030 .061 .069 -.026 .047 .136 .423 -.022 -.075 .064

(.015) (.261) (.176) (.180) (.214) (.283) (.276) (.004) (.063) (.164)
E. jethys
XIC -.073 -—-- .299 -.048 -.048 -.100 .006 (.165)
TEO -.046 -.046 -.046 .476* 231 1138 (.235)
SOC .652* .652* -—-- .301 —— — .535 (.202)
Promedio -.073 .303 .301 -.047 .243 231 -1

(.493) (.349) (.001) (.266)

E. m. mazai
FOR -.150 .098 .246 .106 -.046 .006 (.165)
XIC -.067 .028 -.122 225 .506 .356 .113 (.235)
TEO -.038 -.212 -.148 117 .380 .535 (:202)
SOoC -.043 127 .330 -.052 .799* —
CUE -.032 418 -. 111 -.076 -.067 - .881*
Promedio -.066 .091 .039 .064 314 .356 .881

(.048) (.225) (.229) (.126) (.371)
E. m. diazi
CUA -.422 -.062 .384 -.033 (.403)
LMZ -.248 -.477 257 -.156 (.375)
ZUM .827* -.031 -.221 481 .264 (.478)
NDH .190 .200 378 .108 219 (.113)
Promedio .508 -.125 -.095 .307 .148 (.310)

(.450) (.269) (.358) (.161) 310

* valores significativamente distintos de cero, la correccion del nivel de a, se hizo con la prueba secuencial de Bonferroni.
Se muestran los valores promedio por enzima y por poblacion. El error estandar del promedio se muestra entre paréntesis.
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4.5.5. Estadisticos de Wright.

Frs. En E. albania los valores de F;s positivos que son significativamente distintos de
cero, se encuentran en los loci IDH-2, PGM-1 y PGM-2. Existe un solo valor de F;s
negativo significativo en esta especie y se encuentra en el locus ME-1. La F;; promedio
estimada para esta especie (para los diferentes loci/poblaciones) con el método de Weir
(1990), es de 0.179 y es significativa (con un intervalo de confianza de 0.05 a 0.33) lo

cual nos habla de un exceso de homécigos (cuadro 28).

En E. jethys los valores significativamente distintos de cero para la F;s son
positivos y se encuentran en los loci GOT y PGM-1. El valor promedio de la F;s para
las tres poblaciones de esta especie es de 0.23 y es significativo (con el intervalo de

confianza de 0.093 a 0.45; cuadro 28).

En E. mazai mazai las F;s significativas también son positivas y se presentan en
los siguientes loci: PGM-1, G6PD-1 y ME-1 (cuadro 28). El valor promedio de F;s
para todas las poblaciones es de 0.185 con el intervalo de confianza de 0.06 a 0.4.
Existiendo un exceso de homdcigos para esta subespecie. En E. m. diazi los valores
significativos se encuentran en los loci GOT y PGM-1. Sin embargo el promedio para
esta subespecie no es significativo (0.0919; cuadro 28). Los valores promedio
significativos en E. albania, E. jethys, y E. m. mazai, nos indican que hay un ligero

exceso de homocigos.

Fsr. El estadistico Fsr de Wright muestra que la mayoria de la variacion genética se
encuentra dentro, mas que entre las poblaciones en E. albania y E. jethys.. En E.
albania y E. jethys aunque existe una ligera diferenciacién en algunos loci (cuadro 28),
globalmente podemos decir que existe una homogeneidad alélica entre las poblaciones,

reflejada en el valor promedio para todos los loci, Fsr = 0.0096 y Fsr = 0.0442
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Cuadro 28. Estimaciones de Weir y Cockerham (1984) de los estadisticos F de
Wright (Wright, 1965) para tres especies de Enantia. La significancia por locus se
obtuvo a partir de una prueba de chi cuadrada, de Li y Horovitz (1953) para F;s; y
F; y de acuerdo con Workman y Niswander (1970) para F; . Los intervalos de
confianza (95%) para los valores promedios se obtuvieron mediante bootstrap y se
muestran entre paréntesis.

locus Fp For Fy
Enantia albania
IDH-1 -.0093 .0044 - .0136
IDH-2 AT715* -.0040 A755%*
PGI L1377 -.0044 .1416
GOoT .0243 -.0009 .0254
PGM-1 .1389* 0457* .0976
PGM-2 .5388* -.0006 .5403*
G6PD-1 .3928* .0091 3872*
G6PD-2 -.0057 -.0056 -.0000
ME-1 .0020 2077* -.2307*
ME-2 -.0041 .0141 -.0173
promedio 0.1869 0.0096 0.1789
(0.0572 a 0.3396) (- .0012 a .0283) (0.051 a 0.3295
Enantia jethys
IDH-1 .0029 .0893* -.0914
IDH-2 .5967* .0057 .5844*
PGI .0037 -.0143 .0174
GOT .2621 -.0187 .2815
PGM-1 .4385* .0589* 4166*
G6PD-1 .0753 1062* .0298
ME-2 .4501* -.0104 5075*
promedio 0.2750 0.0442 0.2351
(0.0885 a 0.4811) (-0.0078 a 0.1) (0.093 a 0.4474)
Enantia m. mazai
IDH-1 -.0562 .0335 -.0911
IDH-2 .0555 -.0067 .0620
PGI .0495 0171 .0342
GOT .1686 .0685* .1106
PGM-1 .3935%* .0076 .3887*
G6PD-1 .3594* .0233 .3449%
ME-1 .9245* .6538*% .8845*
promedio 0.2394 0.0640 0.1850
(0.0729 a 0.4635) (0.0034 a 0.1824) (0.0593 a 0.39)
Enantia m. diazi
IDH-2 -.1199 .0093 -.1274
PGI 0362 0427* -.0124
GOT 4219* .0912%* .3653*
PGM-1 6775% .1645* .5858*
promedio .1439 .0538 .0919

(-0.0669 a .4928)

(0.0155 a 0.1157)

(-0.048 a 0.4305)




respectivamente. Estos valores promedio de Fs; no son significativamente distintos de
cero y podemos decir que la mayor parte de la variacién genética se encuentra dentro de
las poblaciones. La mayoria de los valores de F;: son explicados por los valores de Fs

(variacion dentro de las poblaciones, cuadro 28).

La heterogeneidad al€lica entre las poblaciones de E. mazai mazai, y entre las
poblaciones de E. mazai diazi indicada por los valores promedio de la Fs; = 0.064 y Fs;
= 0.0538 respectivamente para cada especie, son significativamente distintos de cero, y
sugieren que las poblaciones estin ligeramente diferenciadas. En el caso de E. mazai
mazai la prueba de chi cuadrada para cada locus muestra que son dos loci los que
contribuyen a esta diferenciacion (GOT y ME-1). El locus ME-1 es el que mis
contribuye a esta diferenciacién (ME-1, Fs; = 0.654, cuadro 28). Si recordamos la
prueba de G, es Cuetzalan la poblacion que estd diferenciada respecto a este locus.
Podemos decir que para esta subespecie es Cuetzalan la poblaciéon que se esta
diferenciando con respecto a las demds en el locus ME-1. En E. mazai diazi tres de los

cuatro loci analizados son los que contribuyen a la diferenciacion de las poblaciones.

4.5.6. Medidas de distancia genética y distancia geografica.

Las matrices de distancias e identidades genéticas de Nei (1972), se muestran en los

cuadros 29, 30, 31 y 32. Las distancias genéticas se resumieron en dendrogamas
! utilizando el procedimiento de agrupamiento de UPGMA (figura 26, 27, 28 y 29). En E.
albania en general, los niveles de distancia genética entre las poblaciones estudiadas
fueron bajos. De las doce poblaciones estudiadas para esta especie, diez se agrupan a una
distancia menor a 0.010 y sélo Pilcuatla2 y Sochiapa estdn a un nivel de 0.012 respecto a
las demds. Existen cuatro grupos conformados por dos a seis poblaciones dentro de los
cuales la distancia genética es menor a 0.015 (cuadro 29, figura 26). Es notorio que
poblaciones muy cercanas geograficamente, (a 2km de distancia lineal, Tlaxcalantongol
y Tlaxcalantongo2) se encuentren a una distancia genética similar a la que presentan

poblaciones geogrificamente muy alejadas (Xilitlilla y Fortin a 464 km. de distancia).
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Cuadro 29. Arriba de la diagonal se presentan las distancias genéticas de Nei (1972) y bajo la diagonal se
presentan las identidades genéticas de Nei (1972), entre parejas de poblaciones de Enantia albania en México. ‘
Pob. 1 2 3 & 5 6 7 8 9 10 11 12
1 PIL1 *** 016 .011 .008 .013 .009 .009 .009 .014 .016 .012 .011
2PIL2 984 *** (009 .007 .004 .007 .008 .005 .013 .009 .009 .010
3TLA2 .989 .991 *** (005 .006 .003 .003 .002 .004 .007 .016 .003
4 AHU .992 .993 .995 *** 007 .004 .005 .003 .006 .010 .010 .006
5TLA1 .987 .996 .994 993 *** (008 .002 .003 .010 .004 .010 .006
6 LCH .991 .993 .997 .996 .992 **x (005 .003 .004 .012 .013 .006
7XIL .991 .992 .997 .995 .998 .995 =*** 002 .006 .004 .012 .004 '
8FOR .991 .995 .998 .997 .997 .997 .998 *** 005 .005 .011 .002
9XIC .986 .987 .996 .994 .990 .996 .994 995 *** (014 .021 .013
I0TEO .984 991 .993 .990 .996 .988 .996 .995 .987 *** 013 .005
11SOC .988 .991 .984 .990 .990 .987 .988 .989 .979 .987 *** 016
12CUE .989 .990 .997 .994 .994 .994 996 .998 .993 .995 .984 ***

PIL1

SoC

PIL2

e TLA2
LCH
Xic
- AHU

TLAL1

XIL

FOR

CUE

TEO

e e e S e o
.03 .025 .02 015 .01 .05 .00
Distancia (d)

Figura 26. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas por el
método de UPGMA, para doce poblaciones de Enantia albania en México.
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En E. jethys las poblaciones de Teocelo y Sochiapa se agrupan a una distancia de
0.008 y Xico se separa de ambas a una distancia de 0.021, en este caso las tres
poblaciones se encuentran relativamente cercanas (a menos de 50km). Sin embargo la
menor distancia geografica se presenta entre Teocelo y Xico (8km) y a una mayor
distancia se encuentra la poblacion de Sochiapa con respecto a éstas (a 40 y 48 km de

distancia respectivamente) (fig. 27).

Cuadro 30. Arriba de la diagonal se presentan las distancias genéticas de Nei (1972) y bajo
la diagonal se presentan las identidades genéticas de Nei (1972), entre parejas de
poblaciones de Enantia jethys en México.

Poblacion 1 2 3
1 XIC o .06 .026
2. TEO .984 AEEE .008
3 SOC .974 992 e
XIC
TEO
soc
s it e e 2
05 03 .02 00
Distancia

Figura 27. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas por el
método de UPGMA, para doce poblaciones de Enantia jethys en México.
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En Enantia mazai diazi las poblaciones de Cuarentefio y la de Los Mazos estan a
una distancia genética de 0.012; separada de ellas se encuentra Zumpimito a una

distancia de 0.040 y finalmente la que se separa a mayor distancia del resto es Nueva
Delhi a 0.055 (fig. 28).

Cuadro 31. Arriba de la diagonal se presentan las distancias genéticas de Nei (1972) y bajo la
diagonal se presentan las identidades genéticas de Nei (1972), entre parejas de poblaciones de
Enantia mazai diazi en México.

Poblacion 1 2 3 4
1CUA bkt .012 .064 .051
2ILMZ .988 RN .039 031
3 NDH .938 .962 Ak .062
4 ZUM .950 .969 .940 ek
| CUA
LMZ
ZUM
NDH
B e et e At it &
v 507 .05 .03 .02 .00
Distancia

Figura 28. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas por el
método de UPGMA, para doce poblaciones de Enantia mazai diazi en México.

En E. mazai mazai cuatro de las cinco poblaciones se agrupan a una distancia
genética menor a 0.01 y s6lo Cuetzalan se separa de las demds a una distancia de 0.071.

Es importante notar que las poblaciones que se agrupan son aquellas que se encuentran
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a mayor distancia de las demds se encuentra a 146 km en promedio (fig. 29).

mds cercanas entre si, a una distancia geografica promedio de 47.3 km y la que se separa

Cuadro 32. Arriba de la diagonal se presentan las distancias genéticas de Nei (1972) y bajo la
diagonal se presentan las identidades genéticas de Nei (1972), entre parejas de poblaciones de
Enantia mazai mazai en México.

1 2 3 4 5
1 FOR Fokkk .005 .003 .005 .071
2 XIC .991 koK .003 .005 .054
3 TEO .997 .997 Aokodok .004 .059
4 SOC .995 .995 .996 Kk .052
5 CUE .932 .947 .943 .949 Rk
1 e FOR
L __TEO
soc
XIC
CUE
T e e s Attt e
10 .08 .07 .05 ' w03 .02 .00
Distancia

Figura 29. Dendrograma que resume las distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas por el
método de UPGMA, para doce poblaciones de Enantia mazai mazai en México.

4.5.7 Aislamiento por distancia.

En E. albania, al graficar el logaritmo de las distancias geograficas versus el logaritmo

de los valores de M, no encontramos un patron claro de aislamiento por distancia (r =

0.192; Mantel p = 0.971 fig. 30a). Es decir, la distancia no influye (al menos en los
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loci estudiados) en la estructuracién de las poblaciones, y por lo tanto, los niveles de
flujo génico no varian conforme aumenta la distancia geografica. Los valores de M para
las parejas de poblaciones van de 3 a 55, los cuales nos indican valores de flujo génico
muy elevados entre las poblaciones (cuadro 33). El valor promedio de Nyn es de 23.66

para esta especie.

Cuadro 33. Arriba de la diagonal se presentan las distancias geograficas entre los pares de

poblaciones y bajo la diagonal se muestran los valores M , para todas las parejas de poblaciones

estudiadas en Enantia albania en México.

"Poblacién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1 12
1 PIL1 - 12 92 94 228 220 236 292 412 420 472 448
2PIL2 4.89 - 88 90 224 216 228 2883 404 412 464 440
3TLA2 6.07 10.32 - 2 136 144 140 200 316 328 380 352
4 AHU 8.23 13.82 15.86 - 134 132 138 198 314 326 378 350
5 TLA1 6.08 26.76 14.63 13.69 - 10 12 64 180 192 244 220
6 LCH 8.16 13.31 32.46 25.4 12.74 - 20 72 188 200 252 228
7 XIL 7.84 12.43 26.23 16.13 49.63 18.29 - 64 176 184 240 212
8 FOR  8.34 19.61 45.35 27.22 35.58 34.65 55.07 - 116 128 180 160
9 XIC 5.47 8.70 23.48 17.85 11.27 22.53 15.82 18.97 - 8 80 48
10 TEO 4.25 10.74 11.47 7.57 2.93 7.33 19.46 20.63 6.89 - 76 40
11SOC 6.23 11.73 5.51 842 9.84 7.54 749 6.89 491 6.52 - 32

12CUE 5.75 9.02 23.6 12.78 13.2 15.59 18.91 34.07 11.67 16.64 5.05

En E. jethys al graficar los logaritmos de los valores de M versus los logaritmos
de las distancias geograficas, se muestra que no hay un patrén de aislamiento por

distancia. El coeficiente de correlacion para los valores de distancia geografica versus la
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Figura 30. Estimaciones de las tasas de migracion entre parejas de poblaciones como una funcion
de la distancia geografica entre poblaciones. Se graficé el logaritmo de M (M = (1/F ¢~ 1)/4) versus
el logaritmo de la distancia geografica (en kilémetros). a. Enantia albania recolectada en 12
poblaciones en la vertiente del Golfo (México). b. Enantia mazai diazi recolectada en 4 poblaciones
en la vertiente del Pacifico (México).



distancia genética, es muy bajo (r = -.041). En este caso no se pudo realizar la prueba
de Mantel, para conocer la significancia de r, porque sélo tenemos tres poblaciones. En
esta especie los altos valores de M (que van de 3 a 11), impiden la diferenciacién de las
poblaciones, y esto se ve reflejado en los altos valores de identidad genética. El valor

promedio de N,m es de 2.4 para esta especie (calculado a partir de la Fsy).

Cuadro 34. Arriba de la diagonal se presentan las distancias geograficas entre los pares de
poblaciones y bajo la diagonal se presentan los valores de M, para todas las parejas de
poblaciones estudiadas en Enantia jethys en México.

Poblacion 1 z 3
1 XIC - 8 48
2 TEO 8.7 - 40
3 SOC 3.17 10.84 -

En E. m. diazi cuando graficamos los logaritmos de los valores de M para todos
los pares de poblaciones versus las distancias geogrificas se observa un patrén de
aislamiento por distancia; sin embargo, después de realizar la prueba de Mantel, se
encontr6 que no es significativa la relacién entre la distancia geogrifica y el flujo de
genes (r = -0.49, p = 0.20; fig. 30b). Esto se aprecia claramente en la figura 30b en
donde las flechas sefnalan las parejas de poblaciones que se encuentran a mayor y menor

distancia (208 y 916 km, indicadas por el nimero uno y dos, respectivamente).

Cuadro 35. Arriba de la diagonal se presentan las distancias geograficas entre los pares de
poblaciones y bajo la diagonal se presentan los valores de M, para todas las parejas de
poblaciones estudiadas en Enantia mazai diazi en México.

Poblacién 1 2 3 4

1 CUA - 360 520 916
2 LMZ 19.53 E 208 572
3 ZUM 4.45 6.28 - 396
4 NDH 5.92 7.96 4.9 -
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En E. m. mazai cuando revisamos los valores de M observamos que entre Fortin,
Teocelo, Xico y Sochiapa, la estimacién de Nyn toma valores entre 11 y 27 (el valor
promedio es de 20.76) en cambio los valores de esta estimacién para estas poblaciones
con respecto a la de Cuetzalan bajan dristicamente, siendo de 2 en promedio (cuadro
36).

Cuadro 36. Arriba de la diagonal se presentan las distancias geogréficas entre los pares de
poblaciones y bajo la diagonal se presentan los valores de M, para todas las parejas de
poblaciones estudiadas en Enantia mazai mazai en México.

Poblaciéon 1 2 3 4 5

1 FOR - 80 76 32 180
2 XIC 11.42 - 8 48 116
3 TEO 26.96 26.44 - 40 128
4 SOC 18.2 18.64 22.91 - 160
5 CUE 1.67 2.35 1.88 2.24 -

Cuando se grafican los logaritmos de los valores de M para todos los pares de
poblaciones versus las distancias geograficas hay un patrén claro de aislamiento por
distancia (fig. 31). Después de realizar la prueba de Mantel, encontramos que esta
relacién es significativa (r = 0.914, p = 0.007). De acuerdo a Slatkin (1985), valores
de Non mayores a 1 impiden la diferenciacion entre las poblaciones, por lo que es de
esperarse que aunque encontremos un patron de aislamiento por distancia, los valores
que se presentan de flujo génico en esta especie, impiden la diferenciacion genética de

las poblaciones dado que la estimacién promedio de Nym en esta especie es de 2.4.
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Figura 31 Estimaciones de las tasas de migracion entre parejas de poblaciones como una funcion
de la distancia geografica entre poblaciones. Se grafico el logaritmo de M (M= (l/F st 1)/4) versus
el logaritmo de la distancia geografica (en kilometros).  Enantia mazai mazai recolectada en 5

poblaciones en la vertiente del Golfo (México).



4.8 DISCUSION.

4.8.1 Distribucion altitudinal.

Llorente (1984), hizo una descripcion de la distribucion geografica y altitudinal de las
especies que constituyen al complejo “jethys”, este autor menciona que cuando se
encuentran las tres especies juntas, E. mazai mazai prefiere altitudes que van de 700 a
1,300 metros, E. albania se encuentra en el intervalo inferior de 0 a 700 m, y E. jethys en el
superior de 1300 a 1800m. En este estudio hallamos algunas discrepancias con respecto a lo
anotado por Llorente: 1) En Enantia albania encontramos que seis de las doce poblaciones
estudiadas se presentaron a una altitud mayor a la reportada como su intervalo altitudinal
(i.e. a mas de 1,300 m, cuadro 25); 2) En cuatro de estas seis poblaciones, se habian
reportado tanto E. mazai mazai como E. jethys con mayor frecuencia, y
sorprendentemente no encontramos a estas dos ultimas especies en dichas localidades
(LCH, XIL, PIL1, PIL2) ; 3) A E. jethys se le busco exhaustivamente en las cuatro “islas
geograficas” en las que ha sido reportada, sin embargo s6lo se recolectaron ejemplares de
tres poblaciones dentro de una isla geografica y se recolectaron unos cuantos individuos de

otras dos (uno en Oaxaca y dos en Chiapas).

La vegetacion a la cual estan asociadas estas especies ha sufrido severas
perturbaciones en los tltimos veinte afios, lo cual ha conllevado a la fragmentacion de las
mismas (Masera et al, 1992). Quizas esta fragmentacion del habitat ha conducido al
desplazamiento altitudinal de E. albania, de zonas bajas a zonas altas (i.e. a altitudes
mayores a los 1,300 msnm). En las partes montafiosas altas, aunque se han talado de forma
inmoderada tanto la selva alta perennifolia como el bosque mesofilo de montafia, en algunas
zonas en donde se cultiva café, se han dejado las plantas hospederas de esta mariposa (/nga
spp), pues los campesinos las utilizan para dar sombra al café. No conocemos como ha
afectado la presencia de E. albania a altitudes mayores, a las otras dos especies, pero fue
patente el hecho que en las mismas fechas de recolecta la especie mas abundante fue E.

albania, la que le siguio fue E. mazai mazai y por ultimo a E. jethys.
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4.8.2 Variacion genética.

Los niveles de variacion genética encontrados en el complejo "jethys" son similares a los
encontrados en otros lepidopteros, las heterocigosidades promedio esperadas se ubican en
un intervalo de 0.15 a 0.36. Los niveles de variacion fueron muy similares en las tres
especies. Estos resultados sobre heterocigosidad concuerdan con los analisis de Graur
(1985) en los que después de analizar 34 especies de mariposas encontré una
heterocigosidad promedio de 0.145 + 0.014. Este autor menciona que las mariposas se
encuentran dentro de los 6rdenes de insectos mas prosperos en la naturaleza en términos del
namero de especies y tamafios de poblacion y a su vez también son de los mas variables
genéticamente (junto con los coledpteros y dipteros).

El mantenimiento de altos niveles de variabilidad genética (polimorfismos) en una
poblacion es probablemente inducido por un ambiente heterogéneo, ademas de la constante
mezcla de genes entre las poblaciones a través de la migracion. Los altos niveles de
heterocigosidad en mariposas han sido asociados con areas de distribucion amplias, y
tamafios poblacionales altos (Kitching, 1985). Por otra parte, cuando la especie se
encuentra subdividida en poblaciones pequeiias, la deriva génica tiene mayor oportunidad de
actuar disminuyendo los niveles de heterocigosidad (Soulé, 1987; Hartl y Clark, 1989). En
este estudio las tres especies se encuentran en areas geograficas extensas; sin embargo, la
distribucion de E. jethys es discontinua y fragmentada (Llorente, 1984). En la isla montana
estudiada para E. jethys (en el estado de Veracruz) se observaron niveles altos de
heterocigosidad (H = 0.11) comparados con otras especies de insectos. En este estudio la
subespecie con mas altos niveles de heterocigosidad es Enantia mazai diazi, y es la que se
recolectd en un area geografica mas amplia. Aun asi, en E. albania, E. mazai mazai y E.
Jjethys los niveles de heterocigosidad son relativamente agrandes. Los altos niveles de
polimorfismo y heterocigosidad nos muestran que la perturbacion del héabitat de estas
mariposas, (producto de la tala inmoderada), todavia no se traduce en una dréstica pérdida

de la variacion genética.
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4.8.3 Coeficientes de endogamia.

Estudios previos han encontrado altos valores para el coeficiente de endogamia en
poblaciones naturales de lepidopteros (cuadro 5, capitulo II de este trabajo). Sin embargo
cabe la pregunta de cémo las mariposas al mismo tiempo que mantienen sistemas
endogamicos son muy vdgiles. Aunque existen mariposas que vuelan unos cuantos
metros durante toda su vida (Thomas, 1985), muchas de ellas son capaces de volar

grandes distancias (Shreeve, 1992).

Las mariposas que se encuentran en habitats donde todos sus requerimientos se
presentan juntos y cuyos hospederos son plantas perennes o permanecen durante varias
generaciones de mariposas, tienden a ser sedentarias (Shreeve, 1992). Sin embargo ain
las poblaciones mas sedentarias producen algunos individuos que se mueven o dispersan
del hébitat en el que emergieron. La mayoria de estos individuos no intentan regresar a

su habitat original (Thomas, 1985).

Las mariposas que pertenecen al complejo “jethys” estin estrechamente ligadas a
su planta hospedera (Inga spp.), la cual es perenne, por lo que esperariamos que las
mariposas fuesen mas bien sedentarias y tuviesen una tendencia a entrecruzarse entre
parientes. Los valores de F promedio por especie (que van de 0.1 a 0.8) nos indican que
efectivamente hay altos niveles de endogamia dentro de las pol:;laciones, pero también
encontramos bajos valores de Fsr (.05 a .0096) entre las poblaciones de cada una de las
especies, lo que nos indicaria que posiblemente existe mucho flujo de genes entre las
poblaciones, es decir los individuos se mueven entre las poblaciones. Como explicamos
estos resultados? Ehrlich (1984) ha propuesto que en las mariposas existen individuos
que tienden a quedarse en el lugar donde emergieron y otros tienden a dispersarse a otros

lugares. Esta podria ser una respuesta a nuestros resultados, es decir en las poblaciones
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de mariposas estudiadas existen los dos componentes antes mencionados: individuos que

casi no se mueven dentro del hdbitat y aquellos que tienden a dispersarse.

De hecho las hembras tienden a moverse mas dentro del habitat que los machos,
ya que éstos generalmente buscan un sitio de percha donde los recursos alimenticios son
abundantes y tienden a permanecer ahi. En tanto las hembras buscan sitios de oviposicién
que aunque generalmente estdn adyacentes a los de apareamiento observamos que en
algunas ocasiones los sitios abiertos en los que se alimentaban los adultos se encontraban
hasta cien metros de distancia de las ingas. El que los sexos tengan diferentes conductas
y distancias de vuelo debido a sus diferencias en actividades y patrones de
comportamiento también se ha observado en otras mariposas que presentan

comportamientos territoriales (Shreeve, 1992).

También se ha descrito variacion individual en los patrones de vuelo de los
individuos de una poblaciéon independientemente del sexo. Al parecer existe cierta
plasticidad del comportamiento de vuelo en las mariposas, la cual esta determinada
genéticamente (Scott, 1975). Se ha encontrado que existen diferencias entre los
genotipos en tiempos de actividad de vuelo, es decir, a diferentes horas del-dia estin
activos diferentes genotipos (Watt et al. 1985, 1986; Zalucki et al., 1987; Carter et al.,
1989).

Se ha sugerido que la plasticidad en la conducta de vuelo esta ligada
estrechamente con las condiciones ambientales, por ejemplo, las mariposas que viven en
ambientes donde las cuatro estaciones estin marcadas por diferencias ambientales, los
adultos que sobrellevan el invierno tienen diferentes requerimientos que los de otofio y
consecuentemente tienden a tener diferentes patrones de vuelo en las diferentes estaciones
(Shreeve, 1992). Se ha reportado variacién estacional de las frecuencias alélicas en

Dannaus plexxippus (Zalucki, 1993) y en Colias, en éste ultimo caso Watt et al (1977,
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1983), relacionaron las diferencias genotipicas con cambios en la temperatura y la

eficiencia de las enzimas.

Tal vez también podriamos esperar diferencias estacionales en el complejo
“jethys”, en época de lluvias donde los recursos son mds abundantes y hay mas
emergencia de mariposas, éstas pueden incrementar sibitamente sus densidades, por lo
que la calidad y abundancia de los recursos puede inducir a las mariposas a dispersarse
en busca de alimento o lugares de oviposiciéon. Se ha demostrado que un incremento
sibito en la densidad de las poblaciones de mariposas incrementa la dispersion de éstas,
como por ejemplo en Chlosyne harrisii (Dethier y MacArthur, 1964) y en Pieris
protodice (Shapiro, 1970). Sin embargo en el complejo “jethys” no parece haber estos
incrementos tan marcados en sus densidades, es mas la colecta en la mayoria de las
ocasiones fue muy escasa, sin embargo Llorente (1984) si reporto un incremento de la
densidad de las poblaciones en época de lluvias. Por otra parte en época de secas la
distribucion de los recursos alimenticios es mas fragmentada y los parches de compuestas
se encuentran mas espaciados por lo que las mariposas podrian tender a moverse mas en

busca de alimento.

Estudios de la variacion de la conducta de dispersion por medio del método de captura-
recaptura junto con el estudio de las variaciones genotipicas de los individuos marcados,
podrian revelar aquellos cambios ambientales y genéticos que determinan la naturaleza de

los movimientos individuales y la estructura de la poblacion.

4.8.4 Distancias genéticas, geograficas y flujo génico.

En E. albania y E. jethys las poblaciones se agrupan a distancias genéticas muy pequeiias
(menores a 0.21). En el caso de E. jethys las poblaciones estudiadas se encuentran
relativamente cercanas (a 32 km en promedio), en cambio en E. albania las distancias

geograficas entre las poblaciones son muy variables; a pesar de esto, poblaciones muy
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cercanas como TLAl y TLA2 (a 2 km de distancia lineal), presentan distancias genéticas
(.006) muy similares a aquellas que se presentan entre poblaciones muy alejadas (por
ejemplo Xilitlilla y Fortin a 464 km; la distancia genética es de .006 ). Asi mismo la mayor
diferencia altitudinal entre las poblaciones de E. jethys es menor que la que se presenta en
las poblaciones de E. albania (300m para la primera y 920 para la segunda). La similitud
genética encontrada se puede explicar por los elevados niveles de flujo génico que se
presentan entre las poblaciones. Pese a las aparentes limitantes al flujo de genes debidas a la
discontinuidad del habitat, causada por la perturbacion del hombre, el intercambio de genes
entre las poblaciones aun se mantiene. En E. albania poblaciones separadas por grandes
distancias geograficas y altitudinales muestran niveles de flujo génico similares a

poblaciones cercanas tanto geografica como altitudinalmente.

El contacto entre poblaciones adyacentes Ique todavia se encuentran en su habitat
natural, se puede mantener a través de los cafetales, ya que la planta que les da sombra a las
plantas del café es el lugar de oviposicion de los adultos de Enantia (Inga spp) y en estos
cultivos en ciertas épocas del afio son abundantes ciertas especies de compuestas que son
las plantas de alimentacion de los adultos (Llorente, 1983). Es decir, en los cultivos de café
podrian establecerse poblaciones “intermedias” que faciliten el contacto entre individuos de
poblaciones que se presentan en su habitat natural. Hay un estudio documentado en la
mariposa Euphilotes enoptes, en donde Peterson (1995) encontré que pese al desfasamiento
fenologico y altitudinal entre las poblaciones a lo largo de un gradiente altitudinal, en este
licénido se presentan niveles de flujo génico muy altos (Nm = 11.1) y lo explico a través de

la postulacion de la existencia de poblaciones intermedias a lo largo de estos gradientes.

Un panorama un poco distinto se presenta en las dos subespecies de E. mazai: E.m.
mazai y E. m. diazi. En E. m. diazi las distancias genéticas oscilan entre .012 y .064. En
esta subespecie existe una ligera diferenciacion entre las poblaciones aunque existen altos
niveles de flujo de genes entre ellas (Fsr = 0.054). Para E. mazai mazai, los resultados

indican que ha ocurrido una ligera diferenciacion entre las poblaciones de esta especie en
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Meéxico. Existiendo niveles relativamente altos de flujo génico entre las poblaciones de
Xico, Fortin, Teocelo y Sochiapa; sin embargo, el flujo de genes de estas poblaciones con
respecto a la de Cuetzalan es sustancialmente menor. Cuetzalan se diferencia con respecto
a las demas. Esta diferenciacion no es muy marcada y los valores de Nm nos indican que
todavia existe un substancial flujo de genes entre las poblaciones. La poblacion de
Cuetzalan se diferencia del resto en el locus ME-1 y los altos valores de Fsy (0.654) podrian

indicar que la seleccion natural esta operando en este locus.

4.8.5 Variacion entre enzimas.

En insectos se han realizado estudios en los que se ha demostrado la accion de la
seleccion sobre los loci a través del analisis de isoenzimas. Slatkin (1987) discutio el caso de
la mariposa Euphyrdyas editha para algunas poblaciones, donde los valores de Fsr en el
locus de la hexoquinasa fueron substancialmente mayores que para otros loci. Un estudio
posterior, en otras poblaciones de E. editha, sugirio la accion de la seleccion en el locus de
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Baughman et al. 1990). En el género de mariposas
Colias, Watt (1977, 1983, 1985) mostré que los diferentes genotipos del locus de la
fosfoglucosa isomerasa (PGI), difieren en parametros cinéticos y estas diferencias se
correlacionan bien con la sobrevivencia diferencial, la capacidad de vuelo, y éxito
reproductivo a diferentes temperaturas, siendo los machos heterocigos los que tienen mas
éxito que los homocigos. La base para la seleccion natural en ese caso, es la sensibilidad
diferencial a la temperatura de los diferentes genotipos (Watt, 1985). Algunos autores
opinan que, en el caso de Colias, todavia hacen falta medidas cuantitativas de la adecuacion
para demostrar que hay seleccion (Lewontin, 1985), en tanto que para otros autores, los
trabajos de Watt han demostrado ampliamente la accion de la seleccion natural (Murphy et
al., 1990; Rank, 1992; Clark y Koehn, 1992). Demostrar que hay seleccion asociada a un
locus isoenzimatico requiere, de acuerdo con Watt (1985), la demostracion de: 1)
diferencias en una funcion catalitica, 2) diferencias cataliticas basadas en aloenzimas
teniendo efectos fisiologicos, y 3) diferencias en adecuacion en ambientes naturales entre

efectos fisiologicos (Watt 1985, 1986). En el presente trabajo los altos valores de Fsr para
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el locus ME-1, en la poblacion de Cuetzalan en E. m. mazai parecen indicar que la seleccion
natural ha jugado o juega un papel importante en el locus ME-1 6 en un sitio del genoma al
cual esta asociado al locus ME-1. El porqué esta region es altamente influenciada por las
presiones de seleccion local es desconocido. Trabajos anteriores han reportado que las
condiciones de temperatura y humedad pueden ser parametros importantes en determinar
las caracteristicas fisiologicas de las enzimas (Watt, 1983,1985). En este caso, la poblacion
de Cuetzalan es la inica que presenta una vegetacion de pino-encino. Para investigar si
existen diferencias microclimaticas en los diferentes tipos de vegetacion que nos pudieran
dar la clave de la diferenciacion de la poblacion de Cuétzalan, tendriamos que realizar un
estudio midiendo diferentes factores microclimaticos como la temperatura, humedad y
precipitacion tanto estacionales como a lo largo de varios dias y correlacionarlos con las

actividades diurnas de las mariposas.

4.8.6 Aislamiento por distancia.

Si el flujo de genes ocurre solamente entre poblaciones adyacentes y la deriva génica esta en
equilibrio con el flujo génico, las diferencias genéticas entre las poblaciones se incrementan
con la distancia (Slatkin, 1993). Este patron se ve reflejado en una relacién inversa entre M
(el nimero de migrantes moviéndose entre pares de poblaciones cada generacion) y la
distancia entre poblaciones (Hellerberg, 1994). Se ha propuesto que el aislamiento por
distancia promueve la diferenciacion genética de las poblaciones que se encuentran bajo
condiciones ambientales heterogéneas (Hartl y Clark, 1989). El aislamiento por distancia
puede resultar en la restriccion del flujo génico permitiendo, por lo tanto, la diferenciacion
de las poblaciones especialmente si la seleccion también esta actuando y esta relacionada

con diferencias ecologicas locales (Costa III y Ross, 1994).

Aunque Wright (1943) inicialmente defini6 el aislamiento por distancia para
poblaciones que se distribuyen de forma continua, sin embargo, un patrén similar de

diferenciacién espacial surge entre poblaciones discretas cuando solo las poblaciones
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inmediatamente adyacentes intercambian genes (el modelo “stepping stone; Kimura y
Weiss, 1964).

La relacion entre el flujo de genes (M) y la distancia sigue un patron claro sélo en el
caso de la subespecie E. m. mazai en donde observamos que conforme aumenta la distancia
decrece el flujo de genes. Esta relacion puede apoyar la hipotesis de que existan poblaciones
intermedias en los cafetales que pongan en contacto a las poblaciones en su habitat natural,

siendo las poblaciones adyacentes las que intercambien genes.

La existencia de poblaciones “stepping stone” (Kimura, 1953) ha sido también
reportada en la mariposa Euphilotes enoptes, en donde las discrepancias fenologicas y
altitudinales no pueden explicar la gran cantidad de flujo de genes. En ese trabajo también
se utilizd el modelo de Slatkin (1993) y se encontro aislamiento por distancia (Peterson,
1995). Hellerberg (1994) también utilizd exitosamente este modelo en el caso de
Balanophylllia elegans, donde encontré que el flujo de genes entre pares de poblaciones se
correlaciond inversamente con la distancia geografica entre las mismas, lo cual es
consistente con el patron esperado para especies en equilibrio en las cuales el flujo de genes

ocurre exclusivamente entre poblaciones adyacentes.
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CONCLUSIONES

Los taxa se conservan tal como los propuso Llorente (1984).

Los valores de Fsr y las distancias genéticas entre especies son muy altos, indicando que
los limites de las especies son correctos.

La filogenia propuesta por Llorente (com. pers.) se encuentra ampliamente respaldada
por las aloenzimas.

En la mayoria de los analisis los métodos de distancia y los de parsimonia, mostraron
congruencia.

Cada uno de los taxa tiene altos niveles de variacion genética.

Cada uno de los taxa tiene coeficientes de endogamia altos, que sugieren fuerte
endogamia.

Las dos subespecies son claramente diferentes y existen barreras geograficas que hacen
poco probable el contacto fisico entre ellas, por lo que seria importante revisar su status
taxonomico.

Las poblaciones de E. m. mazai muestran un patron claro de aislamiento por distancia,
1.e., conforme aumenta la distancia decrece el intercambio genético entre ellas.

Las poblaciones de E. jethys y E. albania muestran bajos valores de Fsr son altos
sugiriendo altos niveles de flujo génico entre ellas o un origen muy reciente.

La técnica de electroforesis en acetato de celulosa resulto se superior a la de almidon, ya
que el numero de loci detectables se incremento a mas del cien por cierto con la primera.
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APENDICE

1.1 Recetas de los sistemas “buffers” utilizados en el analisis electroforéctico

Buffers de corrimiento:

Buffer A

Citratos-fosfato 0.01M

pH=6.4

Receta (11t) Molaridad final

1.42g Na,HPO, 10 mM Na,HPO,
0.53g Acido citrico 2.5mM Acido citrico
Buffer K

Tris-Maleato 0.015M

pH=72

Receta (11t) Molaridad final

1.82g Tris 15 mM Tris

0.81g Acido maléico 7nM Acido maléico
Buffer C

0.05M

ph=7.8

Receta (1It) Molaridad final

6.06g Tris 50 mM Tris

2.32g 20 mM Acido maléico

1.2 Recetas de las enzimas utilizadas en el analisis electroforético

ISOCITRATO DESHIDROGENASA (IDH) E.C. 1.1.1.42

1.0 ml. Tris HCL, pH=7.0
1.5 ml. NADP

15 gotas DL-acido isocitrico
8 gotas MgCL2

5 gotas MTT

5 gotas PMS

2 ml. agar.
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GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASA (GOT) E.C. 2.6.1.1

3 ml. solucion No 1
10 gotas fast blue BB salt (solucion saturada)**
2 ml. agar

Soluciéon No 1

200 ml. 0.1M fosfato, pH=7.0
10 mg. Pyridoxal-5-fosfato
460 mg. acido L-Aspartico
260 mg. acido

ajustar a pH=7.4.

FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (PGI) E.C5.3.1.9

1.0 ml. Tris HCL, pH=8.0
1.5 ml. NAD

5 gotas fructosa-6-fosfato
5 gotas MTT

5 gotas PMS

10 ml. G6PDH

2 ml. agar

FOSFOGLUCOMUTASA (PGM) E.C. 2.7.5.1

1.0 ml. Tris HCL, pH=8.0
1.5 ml. NAD

5 gotas MgCL2

5 gotas glucosa-1-fosfato
5 gotas MTT

5 gotas PMS

20 ml. GGPDH

2 ml. agar
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GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PD) E.C. 1.1.1.49

0.6 ml. HCL, pH=8.0

1.5 ml. NADP

12 gotas D-glucosa-6-fosfato
6 gotas MgCL2

5 gotas MTT

5 gotas PMS

2 ml. agar
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1.2 Cuadros de las frecuencias alélicas de las poblaciones estudiadas para las especies del

complejo “jethys”.

Cuadro 37. Frecuencias alélicas para doce poblaciones de Enantia albania en México. El

primer renglén de cada loci corresponde al nimero de individuos muestreados.

Poblaciones

Loci PIL PIL TLA AH TLA LC XIL PFO XIC TEO SOC CU

1 2 2 U 1 H E
IDH-1 8 27 30 25 30 22 29 23 20 20 15 19
A .025
B 1 1 1 980 .983 1 1 1 975 1 967 .947
C .020 .017 .033 .053
IDH-2 8 27 30 25 30 22 29 23 20 20 15 19
A 017 .040 .023 022 .025 067 .026
C 1 1 950 .960 1 955 1 978 975 1 .933 974
D d .033 .023
PGI 8 27 30 26 30 23 29 23 20 21 15 19
A .019 .017 017 .034 .022
E 875 .796 .833 .827 .683 .870 .724 .804 .775 .786 .800 .895
H 125 .185 .150 .154 .267 .130 .241 .152 .175 .214 .200 .105
K .019 .017 .025
18 017 022 .025
GOT 8 27 30 24 30 23 29 23 20 21 15 19
A 875 .630 .700 .771 .667 .761 .724 .696 .725 .619 .867 .658
(& 063 278 .250 .229 .300 .217 .276 .261 .250 .333 .100 .342
E .063 .074 .033 033 .022 022 .025 .024
G .017 .022 .024 .033
I .019
PGM-1 8 27 30 25 29 23 29 23 20 20 15 18
B .167 .017 .160 .086 017 .065 .025 .100 .167 .028
C 938 .667 .950 .840 .810 .870 .914 .870 .950 .850 .633 .944
D 063 .167 .033 103 .130 .069 .065 .025 .050 .200 .028
PGM-2 8 27 30 25 30 12 28 23 20 20 15 18
A .025
B 10 1.0 .933 1.0 .983 1.0 .964 957 1.0 .950 1.0 1.0
C .067 .036 .025
D .017 .043
G6PD-1 8 27 30 26 30 23 29 23 20 21 15 19
A 185 .217 .096 .133 .196 .103 .130 .200 .071 .067 .105
B 750 .685 .700 .635 .767 .609 .759 .717 .600 .929 .833 .789
C .019 .067 .135 130 .052 .087 .175 .053
D 250 .111 .017 .135 .100 .065 .086 .065 .025 .100 .053
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(o]

30 23 29 23 20 21 15 19
1 1 983 1 975 976 1

017 025 .024
30 22 29 22 20 19 15 19
125

1 1 1 1 875 1 1 1
30 22 29 22 20 20 15 19
.017

983 1 1 1 1 1 1 1
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Cuadro 38. Frecuencias alélicas para tres poblaciones de Enantia jethys. en México. El primer
renglon de cada loci corresponde al niimero de individuos muestreados.

Poblaciones
Loci XIC TEO XOC
IDH-1 11 34 27
A .045
B .909 1 1
C .045
IDH-2 11 34 27
A .818 .956 .944
C .182 .044 .037
D .019
PGI 11 34 28
B .091 132 JA25
F .500 .603 625
I 213 .206 232
i 136 .044 .018
M .015
GOT 11 34 27
D 955 956 .963
F .045 .044 .037
PGM-1 11 34 27
C 176 426
D .955 .662 537
E .045 .162 .019
PGM-2 11 34 27019
A 1 1 1
G6PD-1 11 34 27
A 1 .824 .963
B .103
C .074 .037
ME-1 11 34 27
e .909 1 .963
D .091 .037
ME-2 1) | 34 27
B 1 1 1
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Cuadro 39. Frecuencias alélicas para cinco poblaciones de Enantia mazai mazai en México.

El primer renglén de cada loci corresponde al mimero de individuos muestreados.

Poblaciones
Loci FOR XO0C TEO XIC CUE
IDH-1 26 24 32 24 16
A .096 .063 .016 .042 .031
B .827 .938 .953 .958 .969
V 077 .031
IDH-2 26 24 32 24 16
A .788 .646 719 .688 .688
C .192 333 .266 313 313
D .019 .021 .016
PGI 26 23 31 24 15
G .885 .891 871 .896 .700
J 115 .109 .129 .104 .300
GOT 26 25 32 24 15
B .827 .660 .766 .813 433
D .080 .016
H 077 .200 125 .146 .500
J .020
K .096 .040 .094 .042 .067
PGM-1 26 21 31 24 16
B 154 .119 .194 .063 .063
c .750 .833 .806 .750 .938
D .096 125
E .048 .063
PGM-2 26 25 31 24 16
A 1 1 1 1 1
G6PD-1 26 25 32 24 16
A .040 .063
B 1 .900 1 1 .938
& .040
D .020
G6PD-2 26 25 32 24 14
A 1 1 1 1 1
ME-1 26 21 32 24 16
B 1 1 1 917 438
C .083 531
D .031
ME-2 26 25 32 23 16
B I 1 1 1 1
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Cuadro 40. Frecuencias alélicas para doce poblaciones de Enantia mazai diazi en México. El

primer rengldén de cada loci corresponde al nimero de individuos muestreados.

Poblaciones

Loci CUA LMZ NDH ZUM
PGI 32 13 28 2]

C .038 .071 .037
G .703 .769 786 178
J 297 192 .143 185
GOT 30 13 21 26

B 317 .308 .500 269
D 077 .071 .038
F 567 615 357 673
H 071 .019
J AL

PGM-1 33 13 34 20

B .303 192 .044 175
C .682 .808 912 825
D 015 .044

IDH-2 34 11 34 27

A 278
C 1 1 .824 .704
D 176 019
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