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Resumen

El fenémeno de migracion de la mariposa monarca es afectado por la fragmentacion y degradacion de los
ecosistemas boscosos en México. Las condiciones climaticas de los bosques heterogéneos afectan la sobrevivencia de
éstas mariposas, principalmente por un gasto excesivo de lipidos. Al finalizar la hibernacion, se han encontrado mariposas
con menos de 21 mg de lipidos, cantidad insuficiente para completar el viaje migratorio. Estas mariposas podrian formar
poblaciones locales en México o establecer un alto flujo genético entre las poblaciones migrantes y residentes.

No hay estudios formales que determinen la existencia de poblaciones locales en México. En este sentido, el
presente trabajo establecio la distribucion geografica de Danaus plexippus en 26 Estados de la Republica Mexicana. Se
encontro que las poblaciones permanentes se localizan en estados cercanos al Eje Neovolcénico. La distribucion mensual
permite suponer una ampliacion de la distribucién por factores ecoldgicos, asi como por la presencia de las poblaciones
hibernantes.

Se determind la existencia de variacion en caracteristicas fenotipicas y respuestas ecologicas (a parasitoides),
para conocer si podrian ser atribuidas a diferenciacion genética entre poblaciones locales y migratorias. Se estimé el
tiempo de desarrollo de mariposas de Guerrero, Michoacan y Morelos. No se encontraron diferencias significativas en el
tiempo de desarrollo entre estas poblaciones (ANDEVA F; g3= 3.05, p>0.05), pero si en el tamario promedio de los
adultos (longitud de las alas). El promedio de parasitoides (Diptera: Tachinidae) por larva difiere entre las poblaciones
locales (ANDEVA F,; 5= 8.86, p <0.001), siendo mas alta para Michoacan. En México, la mortalidad de monarcas por
parasitoides fue hasta del 90%, mientras que en poblaciones de Estados Unidos se reporta entre 17 y 23%. Los patrones
fenotipicos observados no reflejan diferenciacion genética entre las poblaciones locales y migratorias, probablemente
debido a la presencia de plasticidad fenotipica.

Se analizé la estructura genética de tres poblaciones locales y tres migratorias por medio de ocho loci
enzimaticos para establecer si la poblacion norteamericana es una poblaciéon panmictica o poblaciones geograficamente
aisladas. Asi como la variabilidad, los niveles de diferenciacion y el grado de flujo genético entre la poblacién migratoria
que hiberna en nuestro pais y las poblaciones locales en México. Con la frecuencia genotipica se obtuvieron los
estadisticos de Wright (Fi. Fis. Fsr), se estimo el flujo genético entre las poblaciones utilizando Fsr, asi como por el
método de alelos exclusivos. Los valores de Fs indican que la poblacién norteamericana no se encuentra diferenciada.
Aun cuando las dreas de reproduccion son geograficamente independientes, las poblaciones migratorias se comportan
como una poblacién panmictica. Las poblaciones locales y migratorias no se encuentran diferenciadas y sélo el 2% de la
variacion se debe a variacion propia de las poblaciones. La identidad genética es alta (/ >97%) posiblemente como
resultado del elevado flujo genético entre ellas (Nm = 9.68).

Las poblaciones locales no se comportan como una poblacién “sink”, y presentan poblaciones pequefias
mientras no hay colonias de hibernacién. Sin embargo, al ingresar nuevos migrantes (provenientes de las colonias de
hibernacién), la poblacion si se comporta como un “sink™ ya que se evita la extincion local. El elevado flujo genético evita
la diferenciacién y adaptacion de las poblaciones locales mexicanas ya que cada temporada de hibernacién ingresan
nuevos individuos adaptados a las condiciones de las grandes praderas norteamericanas.

Los resultados indican que mariposas migratorias se quedan en México al no poder completar el viaje
migratorio, de tal manera que a largo plazo se podria pensar en la desaparicién del fendmeno migratorio y en el

establecimiento de poblaciones locales tropicales.
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I. Introduccion General: Planteamiento del problema

1.1 La mariposa monarca migratoria

La mariposa monarca (Danaus plexippus L. Lepidoptera: Nymphalidae) es uno de los
insectos mas populares, esto se debe a que emigran desde el sur de Canada y norte de
Estados Unidos, hasta México (Fig. 1.1), formando espectaculares agrupaciones de
hibernacion en las montafias del Eje Neovolcanico Mexicano. Han sido de gran interés
cientifico debido a que la migracién no es una conducta aprendida, su orientacion a las
areas de hibernaciéon ha generado diversas hipotesis para su explicacion (Etheredge et
al.1999, Mouritsen y Frost 2002), y por que uno de los intereses mas controversiales ha
sido la pérdida de las areas de hibernacion en México (revision en Hoth ef al. 1999,
Brower et al. 2002) y la posibilidad de riesgos en las areas de reproduccion en Estados
Unidos como la alimentacion con polen transgénico (Hansen y Obrycki 2000, Shelton y
Sears 2001, Sears et al. 2001).

El origen de esta mariposa se remonta a 1.75 millones de afios en el Viejo Mundo,
donde se desarrollo el ancestro del subgénero Danaus (Kitching 1986), y cuyas
relaciones sistematicas sugieren que América del Sur es el lugar donde evoluciond la
especie D. plexippus. Es un insecto cosmopolita, con registros en Asia, Australia y en
América se distribuye a partir de los Grandes Lagos en Canada, hasta Peri (Urquhart
1960).

Esta distribuciéon ha generado diversas ideas sobre su expansion. Por ejemplo, Vane-
Wrigth (1993) sugiere que la distribuciéon actual de la monarca en América se originé en
respuesta al fendmeno de deforestacion, el cual se inicié en Norteamérica a finales del
siglo XVIII a causa de la colonizaciéon Europea. Esto probablemente favorecié la
explosion de las poblaciones de asclepias (Asclepias spp), las plantas hospederas de las
larvas de las monarcas (Wells y Wells 1992, Brower y Glazier 1975, Brower 1984,
Malcolm y Brower 1989 y Nelson 1993). Estas plantas son muy diversas y se
encuentran ampliamente distribuidas en Norteamérica (Woodson 1954). Esto podria

explicar porqué las poblaciones norteamericanas de monarcas son las mas grandes en el

mundo.



Figura 1.1 Rutas de migracion de la mariposa monarca norteamericana. Las mariposas que
emergen entre agosto y septiembre migran a las costas de California (A), y al Eje Neovolcanico Mexicano
entre los estados de México y Michoacan (B). Se ha propuesto una ruta de migracion a través del Golfo
de México. sin embargo no se conocen sitios de hibernacién o si estas mariposas forman poblaciones
locales en Cuba o en las costas del Golfo (C) . Al final de la temporada de hibernacién en México las
monarcas emigran a los Estados Unidos (principaimente Texas y Louisiana) donde ovipositan sobre A.
viridis (D). Se cree que una o dos generaciones se desarrollan al sur de los Estados Unidos, éstas
contintian con la repoblacion y dan origen a la generacion que madurard en el Norte (Cockrell er al.
1993). La linea punteada corresponde al limite de distribucion de las asclepias

Las poblaciones de mariposas norteamericanas se distribuyen principalmente donde se
encuentran las especies Asclepias syriaca, A. asperula, A. capricornus y A. viridis
(Malcolm et al. 1993). Los adultos ovipositan en estas plantas y las larvas se alimentan
de hojas, tallos e inflorescencias, de ellas obtienen glucésidos cardiacos que almacenan
en su exocuticula y funcionan como defensa antidepredadores (Roeske et al. 1976, Fink
y Brower 1981, Brower y Fink 1985, Malcolm 1992, Holzinger y Wink 1996, James
2000).

El ciclo de vida de estas mariposas se completa aproximadamente en un mes, sin
embargo, a bajas temperaturas el desarrollo larval puede ser més lento (Zalucki 1982,
Brower y Fink 1985, Malcolm 1992). Brower (1985) sugiere que la fenologia,
distribucion y abundancia de las asclepias como recurso para las larvas, determinan
aspectos de la historia de vida de la monarca, tales como la migracion o la ocupacién

local, asi como la distribucién de las poblaciones y su densidad poblacional.



La migracion de millones de monarcas durante el otofio se origina por la falta de
alimento para las larvas ya que las asclepias (Asclepias sp) pierden las partes aéreas.
Otro factor que determina la migracién son las bajas temperaturas ocasionadas por las

masas de aire polar provenientes del norte.

La poblacién migratoria presenta diferencias fisiolégicas respecto a poblaciones
establecidas en otras regiones del mundo; sus 6rganos sexuales no se desarrollan debido
a la carencia de hormona juvenil, lo que permite una excepcional longevidad (Herman
et al. 1989, Herman y Tatar 2001), viven hasta ocho meses, durante los cuales migraran,
hibernaran, se reproduciran y finalmente reemigraran al sur de los Estados Unidos.
Acumulan grandes cantidades de lipidos conforme migran a las areas de hibernacion,
llegan a incrementar en mas de 100 mg sus reservas lipidicas durante el viaje; (Brower
1985, Masters et al. 1988, Calvert y Lawton 1993, Gibo y McCurdy 1993, Wells et al.
1993).

Las bajas temperaturas y la humedad de los bosques mexicanos de oyamel (Abies
religiosa H.B.K), donde se forman las colonias, permiten que las monarcas
permanezcan en inactividad (Calvert er al. 1989) y utilizan lentamente sus lipidos
durante el periodo de hibernacién (Leong et al. 1991, James 1993). Sin embargo,
algunas mariposas calientan los musculos del torax y vuelan a fuentes de agua (Masters
et al. 1988), este tipo de conducta hace que las monarcas consuman sus reservas de

lipidos maés réapido.

1.2 Los sitios de hibernacion mexicanos

Las colonias de hibernacién de la mariposa monarca se forman en bosques compuestos
principalmente por oyamel a altitudes entre los 2800 y los 3100 msnm (obs. pers).
Calvert y Brower (1986) mencionaron que estos bosques brindan las caracteristicas
climaticas y fisiograficas que las monarcas requieren para sobrevivir durante los 135

dias que dura la hibernacion.

Las altitudes de estos sitios proveen temperaturas lo suficientemente bajas para que las
mariposas permanezcan en un estado de diapausa reproductiva y conserven sus reservas

energéticas (Brower 1985). Ademas, las masas de aire subtropical provenientes del



pacifico son lo suficientemente hiumedas para que las mariposas no se desequen, y son

moderadamente frios como para evitar la muerte de las mariposas por congelacion.

Con el hallazgo de los sitios de hibernacion (Urquhart 1976), las autoridades, cientificos
y la comunidad en general se interesaron por el fendmeno de este lepidoptero y en 1980
se decretan como sitios de reserva y refugio de la vida silvestre (Diario Oficial de la
Federacion 1980). Sin embargo, debido a la carencia de informacidn social y cientifica
se replantea el decreto y el 9 de octubre de 1986 se establece la Reserva Especial de la
Biosfera Mariposa Monarca REBMM (Diario Oficial de la Federacion 1986),
comprendiendo una superficie de 16,110 hectireas entre los estados de México y
Michoacan. Bajo este decreto se protegen cinco santuarios ubicados entre los 19° 20"y
20° 00' de latitud norte y los 100° 08' y 100° 25' de longitud oeste (Fig. 1.2). Diversas
reuniones cientificas y con autoridades han llevado a un tercer decreto como Area
Natural Protegida con el caracter de Reserva de la Biosfera con una superficie total de
56, 259 hectareas (Diario Oficial de la Federacion 2000).

Hasta antes del decreto de 1986, las extracciones madereras fueron continuas y sin
ningun tipo de ordenamiento ecolégico (Snook 1993), de tal manera que en la regién se
encuentran bosques heterogéneos o con diferentes grados de apertura del dosel. Para

entender la heterogeneidad del bosque de oyamel conviene describir que generalmente

se encuentra constituido por cuatro estratos: el estrato arboreo, compuesto
principalmente por Abies religiosa, Pinus pseudostrobus y Cupressus lindleyi; ademas

de otras especies arboreas de menor altura como Budleja cordata y B. lanceolata; el

estrato arbustivo esta compuesto por especies con una altura maxima de 5 metros, entre

las cuales se encuentra plantas del género Senecio, el estrato herbaceo esta constituido

por especies con una altura promedio de 1.5 m, de los géneros Senecio y Salvia; y en el

estrato rasante habitan numerosas especies de musgos, hongos y liquenes (obs. pers.).
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Figura 1.2. Localizacion de colonias de hibernacion de monarcas. El decreto de REBMM de
1986 protegia los santuarios Chincua, Rosario, Chivati, Cerro Peldn y Altamirano. Estos se forman por la
zona niicleo donde las vedas de aprovechamiento forestal son permanentes y la zona de amortiguamiento
donde se pueden realizar actividades econémicamente productivas.

Los bosques de oyamel tienen una distribucién restringida en nuestro pais, con altas
tasas de extraccion y aclaramiento para su conversion a tierras de cultivo (Rzedowski
1983). En la reserva de la monarca el estrato arbdreo estd compuesto principalmente por
esta especie, enfrentandose a las mismas condiciones que en el resto del pais, de tal
manera que en las zonas de hibernacion se tienen areas donde predomina mas el estrato
arbustivo y herbaceo debido a los aclareamientos que se hicieron antes de los 80s. Asi,
las mariposas monarcas hibernan en bosques con diferentes grados de apertura o

heterogéneos

1.3 Mortalidad de la monarca en relacion con la estructura del bosque de oyamel

Las monarcas en los sitios de hibemacion se enfrentan a diferentes causas de
mortalidad. Por ejemplo, las condiciones climdticas extremas tales como las bajas
temperaturas, lluvia, nieve, granizos y tormentas que pueden ocurrir en los sitios de
hibernacion, ocasionan un incremento en la mortalidad. La depredacion por aves es otra
causa de mortalidad de la mariposa en los sitios de hibernacién, especialmente por
calandrias (/cterus galbula abeillei Lesson e I. parisorum), asi como por el pinzén
Pheucticus melanocephalus Swaison, aunque también puede ocurrir depredacion por

ratones del género Peromyscus y por ardillas (obs. pers.)



Para determinar como la apertura de los bosques de oyamel afectaba la sobrevivencia de
las monarcas, Calvert y Brower (1981) mostraron que muchas de las monarcas que
formaron sus agrupaciones en éreas abiertas del bosques, morian por congelamiento en

comparacion con las monarcas que se agruparon en bosques cerrados.

Se han manifestado diferentes presiones politicas y econdmicas para que el gobierno
considere la autorizacion de los permisos de aprovechamientos forestales. Es por ello
que los trabajos de investigacion ecologica han intentado relacionar sus resultados con
estrategias de conservacion para la Reserva. Alonso-Mejia et al. (1998) determinaron la
estructura del bosque de oyamel donde se establecié una colonia de hibernacion de
monarcas, con base en: a) densidad arborea, b) area basal total y c) porcentaje de
cobertura del dosel del bosque. Con estas variables se obtuvo un indice de apertura de
bosque clasificandose en sitios abiertos y cerrados; en éstos se estimo la mortalidad por
aves, encontrandose que es mas intensa en bosques abiertos, indicando que la dinamica

de depredacién estd cambiando por las condiciones actuales del bosque.

1.4 Disminucion lipidica de las mariposas y su relacion con los bosques de oyamel
Durante la temporada de hibernacion 1993-1994, Alonso-Mejia et al. (1998) mostraron
que en la colonia Sierra Chincua en Michoacan, la tasa de pérdida de humedad fue
significativamente més alta en zonas abiertas del bosque, por lo que las mariposas
agrupadas en estos sitios tienen la necesidad de acudir mas veces a las fuentes de agua
para evitar la desecacion, y como consecuencia presentan un mayor gasto energético.
Las monarcas agrupadas en areas abiertas también se exponen a una mayor entrada de
radiaciéon solar, ésta calienta los musculos del toérax y las mariposas vuelan;
consumiendo mas rapido sus reservas lipidicas, inclusive las que necesitaran para la
reemigracion al sur de los EUA (Master ef al. 1988, Brower y Malcolm 1991, Alonso-
Mejia et al. 1997).

Alonso-Mejia et al. (1997) encontraron que las monarcas agrupadas en zonas cerradas
tenian significativamente un mayor contenido de lipidos que las monarcas de sitios
abiertos. Las monarcas de sitios abiertos perdieron 56.8 mg de lipidos en promedio
durante la hibernacion, mientras que las monarcas de sitios cerrados tan sélo habian

perdido 27.6 mg de lipidos.



Las reservas energéticas obtenidas por las larvas son generalmente destinadas para el
mantenimiento somatico de los adultos no migrantes, mientras que la energia obtenida
por el estado adulto y la obtenida a través de los espermatéforos transferidos a hembras
es exclusivamente para produccion de huevos (Oberhauser 1992; 1997). En las
mariposas monarcas migratorias, los lipidos almacenados durante el viaje de emigracion
son utilizados para la sobrevivencia del adulto durante la hibernaciéon y la energia
obtenida por los espermatoforos transferidos durante los miltiples apareamientos de las

monarcas en las colonias de hibernacion, son utilizados para la produccion de huevos.

Si las monarcas conservan la cantidad de lipidos 6ptima para la reemigracion, tan sélo
buscaran obtener energia (por la transferencia de espermatéforos) para la produccion de
huevos. Sin embargo, si las mariposas no poseen los lipidos suficientes para este viaje,

existe una disyuntiva: la sobrevivencia o la reproduccion.

En los sitios de hibernacion se han observado mariposas que intentan alimentarse por lo
que Alonso-Mejia er. al. (1997) proponen que éstas pertenecen a una generacion
anterior a la migrante. Estas mariposas llegaron hasta los sitios de hibernacién y acuden
a las fuentes de néctar debido a que son mariposas reproductivamente maduras y
requieren de la adquisicién de nutrientes para la produccion de huevos. Aunque también
existe la posibilidad de que mariposas hibernantes rompan su diapausa reproductiva
(debido a un incremento en la temperatura del medio) antes de que termine el periodo

de hibernacion y requieran también alimentarse.

La Tabla 1l.la,b nos permite comparar el contenido lipidico de las monarcas
reproductivas de Norteamérica (no migrantes) y de las migratorias, entre las cuales hay
una diferencia lipidica de mas de 50 mg. Los lipidos de las mariposas migrantes son
utilizados durante el periodo de hibernacion en México; al final de éste, las mariposas
conservan en promedio 56 mg. de lipidos (Tabla 1.1c, mariposas perchadas). Se ha
estimado que ésta cantidad de lipidos les permite llegar hasta el sur de los Estados
Unidos y conservar en promedio 27 mg. de grasa (Tabla 1.1d). Sin embargo, el
promedio de lipidos al final de la temporada de hibemacién de las mariposas que
visitaron flores fue de 21 mg. con los cuales seguramente no alcanzaran a completar el
viaje de reemigracidn, ya que durante éste se gastan aproximadamente 28 mg. de lipidos

(Tabla 1.1¢, mariposas de néctar).



Tabla 1.1 Contenido lipidico de las monarcas de Norteamérica. Lipidos (mg) de mariposas
norteamericanas con un ciclo de vida de entre 3 y 5 semanas (a), mariposas que emprenderan el viaje

migratorio (b).

a) Contenido lipidico de las monarcas reproductivas norteamericanas

Sitio de reproduccién  Fecha n lipidos (mg) Cita

Wisconsin Junio 1985 605 12 Malcolm ez al. en prep.
Wisconsin Junio 1986 159 20 Malcolm er al. en prep.
Wisconsin Junio 1994 333 10 Brower et al en prep.
Massachusetts Julio 1979 109 18 Walford 1980
Massachusetts Agosto 1979 174 23 Walford 1980
Massachusetts Agosto 1979 230 19 Brower 1983

Ontario Agosto 1986 79 54 Gibo y McCurdy 1993
promedio de contenido lipidico 223

b) Mariposas migratorias de otofio

Sitio de colecta Fecha n lipidos (mg) Cita

Ontario Sept 1941 122 66 Beall 1948

Ontario Sept 1943 180 102 Beall 1948

Missouri Sept. 1972 10 137 Brown y Chippendale 1974
Ontario Sept 1986 73 79 Gibo y McCurdy 1993
Ontario Sept 1986 82 35 Gibo y McCurdy 1993
Virginia oeste Oct. 1970 5 100 Cenedella 1971
Hidalgo, Mexico Oct. 1977 101 146 Waldford 1980

Texas Oct. 1979 42 112 Waldford 1980

Texas Oct. 1979 66 100 Waldford 1980

Florida Oct. 1979 108 29 Waldford 1980

Texas Oct. 1982 59 17 Brower et al. en prep.
Texas Oct. 1993 132 120 Alonso-Meijia et al. 1997
Georgia Nov. 1980 46 20 Brower er al. en prep.
Florida Nov. 1982 120 19 Brower et al. en prep.
Promedio de contenido lipidico 74.8



Tabla 1.1 continuacién..Contenido lipidico de las monarcas de Norteamérica mariposas
migratorias colectadas en sitios de hibernacién en México (c¢) y mariposas emigrantes colectadas al sur de
los Estados Unidos (d).

¢) Mariposas migratorias en los sitios de hibernacion, mariposas perchadas y de néctar

Mariposas Fecha n lipidos (mg) Cita

perchadas Nov. 1993 100 133 Alonso-Mejia et al. 1997
perchadas Dic. 1993 100 113 Alonso-Mejia et al. 1997
perchadas Enero 1994 100 101 Alonso-Mejia et al. 1997
perchadas Feb. 1994 100 58 Alonso-Mejia er al. 1997
perchadas Marzo 1994 100 56 Alonso-Mejia et al. 1997
Néctar Dic. 1993 100 53 Alonso-Mejia et al. 1997
Néctar Enero 1994 100 24 Alonso-Mejia et al. 1997
Néctar Feb. 1994 100 21 Alonso-Mejia er al. 1997
Néctar Marzo 1994 100 21 Alonso-Mejia et al. 1997

d) Contenido lipidico de las mariposas reemigrantes que ovipositan en el sur de los EUA

Sitio de colecta Fecha n lipidos (mg) Cita

Texas-Louisiana Abril 1985 129 17 Malcolm er al. en prep.
Texas-Lousiana Abril 1986 167 27 Malcolm er al. en prep.
Texas-Oklahoma Mayo 1985 116 35 Malcolm er al. en prep.
Texas-Oklahoma Mayo 1986 431 29 Malcolm er al. en prep
promedio de contenido lipidico 2T

Si en las areas de hibernacién existen a) mariposas que se enfrentan a condiciones
desfavorables, y conservan una cantidad de lipidos inferior a los 25 mg. al final de la
temporada de hibernacién, b) mariposas pertenecientes a otra generacion o c) aquellas
que rompieron la diapausa reproductiva antes de finalizar el periodo de hibernacion y
que no pueden utilizar la energia obtenida por el néctar para almacenarla en forma de
lipidos (ya que ésta sera para la produccién de huevos), entonces existiria la posibilidad
de que no puedan completar el viaje de reemigracién por lo que la reproduccién se
vuelve el elemento mas importante, y podrian ovipositar en asclepias cercanas a los

sitios de hibernacion .

1.5 El fenomeno de migracion de la mariposa monarca en peligro

Brower y Malcolm (1991) definieron un nuevo paradigma en la biologia de la
conservacion: “El fenémeno biolégico en peligro”, como un aspecto espectacular de la
historia de vida de un organismo (que involucra a una gran cantidad de individuos) que
se ve amenazado, la especie per se no se encuentra necesariamente en peligro de

extincion pero si el fendmeno que muestra. Estos autores definieron este concepto con



base en la situacion actual de la monarca, la especie Danaus plexippus puede no estar en
peligro de extincion, debido a la amplia distribucién de poblaciones no migratorias, sin
embargo, la espectacular migracion de las mariposas norteamericanas puede estarlo si

no existen habitats de hibernacion adecuados para su sobrevivencia.

La migracion de la monarca es un fendmeno especializado y unico: Es una de las
migraciones mas largas registradas para insectos, los sitios de hibernacién no son los de
reproduccion (como sucede en muchas aves migratorias) por lo que para iniciar la
reemigracion, la sobrevivencia de los migrantes es crucial, y para completarla se

requiere de una serie de generaciones posteriores a la hibernante.

Una de las principales preocupaciones respecto al fendmeno de la monarca es la
referente a las areas de hibernacion, donde problemas tales como la extraccion
comercial de madera, la expansion de las zonas rurales, incremento de fuegos naturales
y provocados, practicas de extraccion ilegal de madera (tala hormiga), plagas forestales
y ecoturismo, afectan la sobrevivencia de las mariposas migratorias. Brower ef al. 2002.
muestran que entre 1971 y 1999 se ha fragmentado el 44% del bosque que
anteriormente era considerado como bosque conservado en las areas de hibernacion,
considerando esto una de los principales amenazas para el fenomeno de hibernacion y

migracion.

Es probable que las mariposas seleccionen los sitios del bosque donde las condiciones
microclimaticas garanticen su sobrevivencia, sin embargo, ésta seleccion puede verse
limitada por la disponibilidad de sitios en las areas de hibernacién. La seleccion puede
estar relacionada con el tiempo de llegada a los bosques, de tal manera que las que
llegan primero son las que tendran la oportunidad de elegir estos sitios. Este fendémeno
ha sido documentado para aves migratorias, Moeller (1994) encontrd una relacion entre
fenotipo, llegada temprana a los sitios de hibernacion y calidad del sitio elegido,

respecto el éxito reproductivo.

Los individuos de mejor calidad fenotipica podrian ser los que llegaran primero a los
sitios de hibernacion evitando asi una fuerte competencia por sitios, por ejemplo, las
aves que llegan primero a las 4reas de reproduccién son los que exhiben una mejor

calidad fenotipica y como consecuencia una mejor adecuacion (Francis y Cook 1986,

10



Lozano er al. 1996, Kokko 1999). De tal manera que la llegada temprana a los sitios de

hibernacion podria garantizar un menor costo respecto al gasto de reservas energéticas.

Si el costo de sobrevivencia es muy alto, es posible que no completen el viaje de
reemigracion al sur de los EU. Estas mariposas podrian formar poblaciones locales en
México o establecer un alto flujo genético. El fendmeno de migracion podria
desaparecer, asi como la poblacién reproductiva norteamericana y establecerse
definitivamente como poblaciones locales tropicales que no presenten el fenémeno de

migracion.

Para abordar estas hipotesis primero determiné la existencia y permanencia de
poblaciones locales de mariposa monarca en México, posteriormente se conoceran
algunos aspectos de historia de vida (tiempo de desarrollo), morfologia y ecologia
(parasitoidismo). Y el elemento mas importante del presente trabajo es conocer el
patron genético de las mariposas migratorias. Los elementos morfologicos y ecolégicos
pueden resultar interesantes ya que por ejemplo Baughman er al. (1990) encontrd que
las poblaciones norteamericanas de la mariposa Euphydras editha mostraban
homogeneidad alélica a pesar de las diferencias morfologica y ecoldgicas. Respecto al
patron genético se ha encontrado que las especies pueden mostrar heterogeneidad
genética si los movimientos interpoblacionales son restringidos (Loxdale et al. 1998,
Loxdale y Lushai 1999).

De la Maza (1995) sugiere que entre las poblaciones migratorias y locales de mariposas
monarcas hay restricciones que impiden el intercambio genético, tales como barreras
geograficas y diapausa reproductiva (en las migratorias). Este trabajo pretende
determinar si hay intercambio genético entre las poblaciones migratorias y locales
mexicanas debido a que el viaje reemigratorio no puede ser completado por las bajas

reservas energéticas al finalizar el periodo de hibernacion.
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I1. Distribucion geografica, variacion morfolégica y ecologia de las poblaciones de

Danaus plexippus.

I. Introduccion

1.1 Poblaciones locales en México y su relacion con las migrantes

Las investigaciones sobre monarcas se han centrado basicamente en las poblaciones
migratorias y la poblaciones residentes de Estados Unidos. En México, su estudio se ha
limitado a la biologia y ecologia en las areas de hibernacion; mientras que de las poblaciones

locales no se tiene practicamente ninguna informacién.

México posee una alta diversidad de especies de asclepias (Woodson 1954) las cuales
podrian ser hospederas potenciales para las mariposas monarcas, sin embargo, no hay
estudios formales que documenten la presencia de poblaciones locales. De la Maza (1995)
sugiere que hay diversas poblaciones locales en los Estados de Morelos, México, Guerrero,
Chiapas y San Luis Potosi, aunque, no menciona si hay ejemplares depositados en
colecciones cientificas producto de colectas; o bien, si las mariposas s6lo fueron observadas

en el campo.

De existir poblaciones locales podriamos suponer que no presentan el tipo de conducta, ni la
diapausa reproductiva que caracterizan a las mariposas migrantes. Las caracteristicas
fisiograficas de México, permitirian la presencia de plantas hospederas todo el afio y la

produccién de hormona juvenil en las mariposas.

De la Maza (1995) menciona también que no hay evidencias reales de intercambio genético
entre las poblaciones locales mexicanas y migratorias, ya que hay una barrera altitudinal
entre éstas. Las mariposas migratorias ocupan altitudes comprendidas entre los 2700 y 3000
msnm (altitud donde forman las colonias de hibernacién en los bosques de oyamel),
mientras que las Jocales podrian ocupar altitudes hasta los 1700 msnm (altitud promedio
maxima de distribucion de algunas especies de asclepias; Woodson 1954); lo que impediria

el flujo genético entre éstas poblaciones.
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La fisiologia de la monarcas migratorias es otra explicacion; éstas llegan a los sitios de
hibernacion en un estado de diapausa reproductiva, lo que impediria el intercambio con las
poblaciones locales. Si bien la diapausa se rompe a principios de abril cuando la temperatura
del medio se incrementa (Herman er al. 1989) se ha sugerido que los apareamientos sélo

ocurren en las areas de hibernacién y no entre poblaciones locales (Van Hook 1993).

La concentracion de millones de mariposas durante la hibernacién es una oportunidad unica
para el apareamiento. Por ejemplo, las hembras tiene la posibilidad de copular varias veces
con diferentes machos, los espermatoforos transferidos permiten la obtencion de energia
para la produccion de huevos y parte del mantenimiento somatico, ademas, de la posibilidad
de eleccion del semen fecundante (Oberhauser 1988; 1989). Por lo que el éxito reproductivo,
el viaje de reemigracion y la oviposicidn en el norte dependen del apareamiento en lo sitios
de hibernacion (Wells et al. 1993). Es por ello que se piensa que las hembras pueden
completar éxitosamente el viaje migratorio para repoblar las tierras norteamericanas y no

ovipositar en México.

1.2 Diferenciacion local de las monarcas: Variacion fenotipica

La poblaciones de Danaus plexippus se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo,
estas poblaciones deben ser genéticamente diferentes debido a procesos tales como deriva
genética, efecto fundador y seleccién natural (Hedrick 2000). Esta variacion puede
estudiarse por marcadores moleculares tales como las isoenzimas (Capitulo III Estructura y
variabilidad genética) o bien por caracteristicas fenotipicas y ecoldgicas que involucren

interacciones particulares.

La variacion fenotipica que se observa en las poblaciones puede deberse a la variacion
espacial y temporal del medio ambiente (plasticidad fenotipica; Schlichting y Pigliucci
1998) y por la variacién genética intrinseca de cada poblacion (Grant y Grant 2000). La
variacion fenotipica por lo tanto, es un reflejo del componente genético de una poblacion.
Sin embargo, un genotipo puede presentar un rango de expresion fenotipica dependiendo de
la diversidad de ambientes donde se encuentren los descendientes ya que muchas

caracteristicas cuantitativas (e.g. peso, tamailo, etc.) son variables porque los ambientes son
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diversos y heterogéneos en espacio y tiempo (Via 1993, Schlichting y Pigliucci 1998, Grant
y Grant 2000).

La plasticidad fenotipica es importante va que disminuye los efectos de la seleccidn natural,
manteniendo la variabilidad genética y evitando la diferenciacion local (Via 1993). Van
Valen (1965) argumenta que la variacién fenotipica es adaptativa, de tal forma que los
individuos de una poblacién que presentan diferentes fenotipos tienen diferente adecuacién
cuando explotan el mismo ambiente. Muchas caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas y de
historias de vida pueden tener una variacién que es heredable. Si el medio ambiente
permanece constante los alelos ventajosos se pueden fijar y por lo tanto las caracteristicas

que estan mas relacionadas con la adecuacion pueden tener menor variacién genética

Sin embargo, el fenotipo de un organismo no esta determinado uinicamente por el genotipo y
las condiciones ambientales; también es considerable el efecto del ambiente materno, es
decir, los componentes debido al ambiente de los padres y al genotipo de los mismos
(Mousseau y Dingle 1991, Rossiter 1996). Por ejemplo, los productos provenientes de
glandulas accesorias son transmitidos por el macho a la hembra a través de los

espermat6foros y estos son utilizados para la produccién de huevos (Boggs 1986).

Asi que si el fenotipo de los descendientes estd determinado por estos efectos se pueden
tener diferentes respuestas a la seleccion, acelerando o retrasando la respuesta de la
poblacion a su medio y enmascarando las diferencias genéticas de los individuos (Rossiter
1996).

1.3 Diferenciacion Local: Respuesta al parasitoidismo

Las poblaciones naturales de monarcas son afectadas por diversos parasitos como bacterias,
(obs. pers.) protozoarios (Altizer 2001) y parasitoides (Hawkins 1994), éstos tltimos causan
un fuerte impacto en las poblaciones por la alta mortalidad que ocurre en el estado larvario.
Para las poblaciones de monarcas en Norteamérica el taquinido Lespesia archippivora
(Prysby 2001) es uno de los principales parasitoides y en Australia, Clarke y Zalucki (2001)

mencionan al taquinido Sturmia convergens.
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El nicho de alimentacién de la larva puede determinar su vulnerabilidad a los parasitoides,
de manera tal que las plantas proporcionan un refugio fisico que hace mas dificil la
localizacion del huésped (Hawkins 1994). Sin embargo, la planta hospedera de las larvas

también pueden ser €l blanco para conseguir la infeccién de los huéspedes.

De manera general, los parasitoides pertenecen principalmeﬁte al orden Hymenoptera y
Diptera y biolégicamente son clasificados como idiobiontes y koinobiontes (Haeselbarth
1979 en Hawkins 1994, Askew y Shaw 1986). Esta clasificacion es muy 1til para entender la
interaccion parasitoide-huésped ya que los idiobiontes matan o paralizan permanentemente a
sus presas durante la oviposicion. Es una asociaciéon poco comun en huéspedes expuestos,
debido a que tanto el parasitoide como el huésped son vulnerables a la depredacion. Sin
embargo, son mas comunes entre huéspedes que se alimentan dentro de los tejidos de la

planta hospedera, por ejemplo los formadores de galerias.

Los koinobiontes no matan de inmediato al huésped y permiten se siga alimentando y
desarrollando, generalmente parasitan a huéspedes expuestos, se desarrollan dentro éste
(endoparasitoides), y por su estrecha relacion con su fisiologia suelen ser mas especializados

que los idiobiontes (Askew y Shaw 1986).

Los efectos ambientales maternos también son un componente importante en el
parasitoidismo (Resetarits 1996), ya que influyen en la sobrevivencia de los descendientes.
El ambiente del padre puede ser Optimo para los parasitoides, como la exposicion de los
huevos para ser parasitados. Mientras que otros factores como la calidad nutricional y de
compuestos secundarios de las plantas hospederas, pueden permitir a los descendientes

desarrollar su sistema inmune o toxicidad para evitar el parasitoidismo.
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II. Objetivos

El objetivo general de este capitulo es conocer la distribucion de las poblaciones locales de
mariposa monarca en México, asi como la variacion en ciertas caracteristicas fenotipicas y
respuestas ecoldgicas, y tratar de evaluar si esta variabilidad puede atribuirse a

diferenciacion genética de las poblaciones locales y migratorias de mariposas.

Los objetivos particulares son los siguientes:

e Conocer la distribucién de las poblaciones locales de Danaus plexippus L. en México,
con base en revision de colecciones cientificas, asi como de colectas directas.

e Estimar el tiempo de desarrollo de cada estado de las mariposas locales en México.

e Conocer si hay variacién fenotipica entre las poblaciones locales y migratorias (tamafio
de las alas) y a nivel intrapoblacional (peso).

e Conocer el grado de parasitoidismo por taquinidos en los diferentes estados de desarrollo
de las monarcas locales, y el porcentaje de parasitoidismo de poblaciones locales y

migratorias.

ITI. Método

3.1 Distribucion de poblaciones locales mexicanas de mariposa monarca

Para conocer la distribucién probable de D. plexippus en México, se realizé una revisién de
Herbario del género Asclepias sp. (Herbario MEXU del Instituto de Biologia de la UNAM
(IBUNAM) y Herbario del Instituto Nacional de Ecologia A.C. del Bajio en Patzcuaro,
Michoacan. Conociendo la distribucion del género se detecté que la especie A. curassavica
presenta una amplia distribucién en México (a diferencia de otras especies que han sido
reportadas como hospederas). Esta podria ser utilizada preferentemente como planta
hospedera para las larvas ya que posee concentraciones intermedias de compuestos
secundarios (Malcolm y Brower 1986, Nelson 1993a y b) que no afectaran la sobrevivencia

de las larvas; ademas, estas plantas se encuentran durante todo el afio, sobre todo si se
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distribuyen cerca de cuerpos de agua (obs. pers.), de tal manera que podrian representar un

recurso abundante.

Obteniendo la distribucién geografica de A. curassavica se realizaron diversas salidas al
campo con la finalidad de localizar poblaciones de monarcas, se revisaron las plantas
tratando de localizar huevos o larvas, asi como adultos volando. Las salidas se hacian
mensualmente para determinar la permanencia de las poblaciones y considerarlas como
poblaciones locales. Ademas, de la informacién de la planta hospedera, se obtuvo la
distribucion de Danaus plexippus L. en México de la Coleccion Nacional de Insectos
(CNIN) del IBUNAM vy la base de datos del Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias,
UNAM (Luis-Martinez et al. 2003).

Con la informacion geografica y curatorial de los ejemplares se creo una base de datos
mediante el manejador de bases ACCESS97 (Microsoft Corporation 1997). Esta consisti6 de
dos tablas o entidades: DANAUS (20 campos) con 643 registros y CURASSAVICA (17
campos) con 471 registros. Los mapas de distribucion de 4. curassavica y Danaus
plexippus residentes y migratorias (Fig. 4.1) se crearon usando el programa Geo Media
Profesional 3.0 (Intergraph Corporation 1999) y mapas tematicos de México

(http://www.conabio.gob.mx).

Se obtuvieron también los mapas de distribucion para cada mes con la finalidad de conocer
la permanencia de las poblaciones durante todo el afio para el pais (Fig. 4.2). La distribucién
de Danaus plexippus en México se relacioné con el mapa de hipsometria (Fig. 4.4) y el de
vegetacion para México (Fig. 4.3), obtenidos con el el programa Geo Media Profesional 3.0

(Intergraph Corporation 1999)
3.2 Colecta y tiempo de desarrollo de las monarcas locales
En el Apéndice 1 se muestran las localidades donde se registra Danaus plexippus en

México, sin embargo, una gran parte de los datos corresponden a menos de 5 individuos

(Tabla 4.1). Durante las salidas al campo solo se encontraban unos cuantos ejemplares
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durante pocos meses del afio, por ésta razon se eligieron localidades que tuvieran
poblaciones con mas de 30 individuos (Tabla 4.1), ademas, de considerar el aspecto

logistico para la colecta.

Con base en lo anterior se seleccionaron 3 poblaciones locales: Guerrero, Michoacan y
Morelos (Fig.3.1). Estas localidades se eligieron ya que se detectaron poblaciones de
monarcas durante todo el afio y las poblaciones eran relativamente densas. Las localidades
de Michoacan correspondieron a las més cercanas a los sitios de hibernacién, mientras que

Guerrero y Morelos fueron considerados sitios alejados de éstas areas.

En estas localidades se revisaron cuidadosamente plantas de A. curassavica y de ellas se
colectaron las hojas que tuvieran huevos de D. plexippus, asi como las larvas de cualquier
estadio de desarrollo. Las hojas con los huevos se depositaron individualmente en cajas Petr
(60 x 10 mm) con un algodén humedo para evitar que ésta se deshidratara. Las larvas de ler
y 2do estadio se colocaron en cajas Petri (100 x 15 mm) con hojas de 4. curassavica para
que las larvas se alimentaran de ellas, y las larvas de 3er y 4to estadio se colocaron en vasos

desechables tapados con tela.

Los ejemplares se metieron en camaras de desarrollo con fotoperiodo de 10 horas luz a 28°C
y a 23°C durante la noche. La seleccién de temperatura se hizo con base en los registros
promedio de las localidades. Las monarcas fueron alimentadas con hojas frescas de A.
curassavica, previamente lavadas con cepillo y desinfectadas para evitar a los parasitoides
(ver seccion 3.4) o bacterias. Se tomaron datos de tiempo de desarrollo (en dias) desde la

eclosion de las larvas de primer estadio hasta la emergencia de la mariposa adulto.

3. 3 Diferencias morfologicas en las poblaciones locales y migratorias

Entre el 25 de febrero y el 3 de marzo de 1999, se colectaron 30 machos y 30 hembras de
mariposas migratorias en las colonias de hibernacién Sierra Chincua, Rosario y Cerro Pelon
en el estado de Michoacan (Fig. 3.1). Las poblaciones locales, como ya se menciond, se
colectaron como huevos o larvas en Guerrero, Michoacan y Morelos y los adultos fueron

obtenidos en el laboratorio.
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Figura 3.1 Localidades de colecta de mariposas locales y migratorias. Las mariposas residentes
fueron colectadas en Guerrero, Michoacan y Morelos y las migratorias en las areas de hibernacion de

Michoacan.

Las mariposa residentes y migratorias fueron pesadas en una balanza granataria (Explorer
Ohaus), se midié el ala delantera derecha y el ala delantera izquierda de cada mariposa a
partir de la insercion de éstas al torax (region cercana al segundo par de apéndices) hasta su

apice; los datos de peso y tamafio se obtuvieron para cada sexo y poblacion.

3.4 Parasitoidismo en las monarcas locales y en poblaciones norteamericanas

Se colectaron huevos de monarcas en las poblaciones locales ya mencionadas. Las larvas
que emergieron fueron puestas en las mismas condiciones de laboratorio ya descritas (ver
seccion 3.2.) con la excepcion de que éstas no fueron alimentadas con hojas lavadas y
desinfectadas, ya que los parasitoides depositan sus huevos en el haz de las hojas de A.
curassavica (obs. pers.). Cada poblacién de monarcas se alimenté con hojas provenientes de

sus respectivas localidades.
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Las monarcas infectadas morian cuando los parasitoides habian completado su desarrollo
larval y salian de la huésped para pupar. Se registré el nimero de parasitoides presentes por

individuo y el estado de desarrollo de la monarca al momento de su muerte.

El laboratorio de Ecologia de la Universidad de Minessota, a través de la M. en E. Michelle
Prysby, proporcioné los datos de porcentaje de parasitoidismo por el taquinido Lespesia
archippivora (Riley) para los afios de 1999 y 2000, para compararlos con los obtenidos para

las poblaciones locales de monarcas en México.

3.5 Anadlisis estadistico

Para asegurar la normalidad de las valores obtenidos como tiempo de desarrollo (dias), se
realizé una prueba de normalidad Shapiro-Wilk (Sokal y Rohlf 1995), los residuales para el
tiempo de desarrollo se distribuyeron normalmente (W= 0.96, p > 0.05, N= 86) por lo que
los datos no fueron transformados. Se utilizé6 un modelo univariado de anélisis de varianza
(ANDEVA) para detectar diferencias en el tiempo de desarrollo entre las poblaciones

locales.

La variable tamano de alas no se distribuyé normalmente, por lo que fue transformada con
raiz cuadrada para asegurar la normalidad (W= 0.97, p > 0.05, N= 307). El analisis de
varianza (ANDEVA) no detecté diferencias significativas entre el tamafio de ala izquierda y
ala derecha (F().626= 0.068, p>0.5), asi que se utilizé el promedio entre las dos alas para

detectar diferencias entre mariposas migratorias y locales.

Se realizd un ANDEVA anidado mixto (ANDEVA SS Tipo III; SAS 1995) donde la
variable sexo de las mariposas fue considerada como el efecto fijo, mientras que la
procedencia de las mariposas (migratoria o local), asi como la localidad a la que pertenecian
las mariposas migratorias (Chincua, Rosario, Cerro Pelon) y locales (Guerrero, Michoacan y

Morelos) fueron considerados como los efectos aleatorios (Sokal y Rohlf 1995).

La variable peso se analizd separadamente entre mariposas locales y migratorias ya que el

peso de las mariposas migratorias esta conformado por los lipidos obtenidos y almacenados
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durante el viaje de migracion. Debido a que fueron colectadas al final de la temporada de
hibernacién, también representan las reservas que quedaron para el viaje de reemigracion. El
peso de las mariposas locales incluye las reservas energéticas que éstas adquirieron como

larvas (Oberhauser 1997).

El peso se distribuy6 normalmente de acuerdo a la prueba de Shapiro-Wilk (Sokal y Rohlf
1995) aplicada para los residuales (mariposas locales W= 0.97, p>0.5 N= 108; migratorias
W= 0.97, p>0.5 N= 205), el ANDEVA mixto de dos vias (Tipo III; SAS 1995) aplicado para
cada grupo consideré la variable sexo y sitio de procedencia como el factor fijo y aleatorio

respectivamente.

De las colectas realizadas para el experimento de parasitoidismo, se obtuvo la proporcion de
mortalidad de monarcas por parasitoides en cada localidad. Esta fue comparada con la
proporcion de parasitoidismo encontrado para las poblaciones de norteamérica, de las cuales
provienen las mariposas migratorias. El numero de parasitoides por mariposa por localidad,
fue comparado usando un ANDEVA de una via, asegurando inicialmente la normalidad de
los datos con la prueba aplicada a los residuales (W= 0.95, p>0.5 N= 53). La emergencia de
parasitoides por estado de desarrollo (larvas de diferentes estadios, pupas o adultos) entre las

localidades mexicanas, fue analizada por una prueba de Chi-cuadrada (y°; Zar 1984).

IV. Resultados

4.1 Distribucion geogrdfica de poblaciones locales

Con base en la informacién obtenida de la base de datos de A. curassavica se realizaron
diversas salidas al campo para localizar poblaciones de monarcas. La visita a localidades en
18 estados de la Reptiblica permitié registrar monarcas en 11 de ellos (Tabla 4.1), mientras
que para localidades en los estados de Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Quintana

Roo, Tabasco y Tlaxcala no se registré ninguna monarca.

Entre los 11 Estados donde se registraron monarcas se hicieron observaciones de adultos y

se localizaron estados inmaduros, sin embargo, las poblaciones contaron con pocos
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individuos (5>30) y tan solo tres poblaciones (Guerrero, Michoacan y Morelos) presentaron

mas de treinta individuos durante todos los meses del afio (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Registros de Danaus plexippus en México con base en observaciones directas

v colectas.
Estado de la No. de No. de registros Individuos aproximados
Repiiblica localidades/Estado  totales de adultos por localidad
Chiapas 3 6 <5
Colima 1 1 <5
Distrito Federal 5 10 <5
Estado de México 5 5 <5
Guerrero 29 38 >30
Jalisco 2 3 <5
Michoacin 34 54 >30
Morelos 22 4] >30
Nayarit 2 2 <5
Oaxaca 1 1 <5
Veracruz 2 2 <30

La revision de ejemplares de monarcas depositados en la coleccion cientifica de] IBUNAM,
y la base de datos del Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias (Luis-Martinez et al.
2003), asi como de salidas al campo permitié conocer la distribucién de esta mariposa en 26
estados de la Republica Mexicana con 634 registros (Apéndice 1; Fig. 4.1), en los cudles

también se encuentran poblaciones ampliamente distribuidas de 4. curassavica.

Danaus plexippus L. (Fig. 4.1) se distribuye principalmente entre los estados de Michoacan,
Guerrero, Morelos, Jalisco, Oaxaca, Chiapas y Veracruz. En la figura 4.1 se muestra que A.
curassavica se distribuye densamente en Veracruz y Norte de Hidalgo, para los cuales los
registros de monarcas son pocos. Morelos también presenta una gran proporcion de
asclepias con numerosos registros para monarcas. Mientras que en el Distrito Federal no se

tiene ningun registro de A. curassavica y han sido observadas monarcas.
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Figura 4.1. Distribucién de Danaus plexippus y de A. curassavica como posible planta hospedera.

En la figura 4.2 a, b, y ¢ se muestra la distribucién mensual de Danaus plexippus L en
México, para enero y febrero con puntos localizados principalmente entre Michoacan,
Morelos y Veracruz. Para marzo y abril la distribucion es mas amplia, se tienen registros en
Jalisco, Michoacan, Veracruz, Morelos, Guerrero y Veracruz. Para mayo y junio las
monarcas solo se concentran en Michoacan, Jalisco, Morelos y Veracruz, sin embargo, para
julio y agosto la distribucion nuevamente se amplia desde Colima hasta Chiapas. En los
meses de septiembre y octubre la distribucion de monarcas vuelve a contraerse y para
noviembre y diciembre las monarcas se distribuyen de manera muy similar a la de los meses

de julio a agosto.
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Figura 4.2 a. Distribucién de Danaus plexippus en México, enero-abril.
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Figura 4.2 c. Distribucion de Danaus plexippus en México, septiembre-diciembre.

31



Figura 4.3. Distribucién de Danaus plexippus y los tipos de vegetacién.

Las monarcas locales se distribuyen principalmente en los bosques tropicales caducifolios
(Fig. 4.3), como los de Morelos, parte de Guerrero y Michoacéan, algunas de las monarcas
registradas se distribuyen en bosque de coniferas y encinos para Chihuahua, Michoacan,

Guerrero, Oaxaca y Chiapas.

Esta informacion coincide con los datos de hipsometria (Fig. 4.4), en Chihuahua se registran
monarcas de 1500 a 2000 msnm, asi como algunas de Michoacan, Guerrero, Oaxaca y
Chiapas. Sin embargo, gran parte de los registros para estas mariposas se localizan entre los
1000 y 1500 msnm (Fig. 4.4)
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Figura 4.4. Distribucién de Danaus plexippus en relacién con la altitud.

4.2 Colecta y tiempo de desarrollo

La figura 4.5 muestra la proporcion de individuos de diferentes estados de desarrollo en
poblaciones de A. curassavica en Guerrero, Michoacén y Morelos. La mayor proporcion
correspondié a huevos de D. plexippus, sin embargo, se realizé una colecta nocturna en

Guerrero y se encontrd una cantidad importante de larvas de cuarto estadio.
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B Guerrero (N=190)
O Michoacin (N=209)
O Morelos (N=82)

Proporcion de colecta

Huevo Lanal Larva2 Larva3 Larvad

Figura 4.5. Proporcion de colecta de los diferentes estados de desarrollo de D. plexippus en tres
localidades mexicanas.

El tiempo de desarrollo (dias) desde la eclosion de la larva hasta la emergencia del adulto,
no difiere entre las localidades mexicanas de Guerrero, Michoacan y Morelos (ANDEVA

Fag= 3.05, p>0.05, Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Tiempo de desarrollo (+ 1 EE) de las monarcas locales.
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4.3 Diferencias morfologicas
El ANDEVA anidado permitié detectar diferencias del tamafio promedio de las alas entre

mariposas locales y migratorias (Fig. 4.7) siendo las locales las de menor tamafio.

B | ocales
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Guerrero Michoacan Morelos Chincua Rosario Cerro Pelon

Figura 4.7 Tamaiio (mm) de las alas de las mariposas locales y migratorias(+ 1 EE).

No se detectaron diferencias en el tamafio de las mariposas migratorias respecto al sexo, el
tamafio de hembras y machos fue de 50.5 y 51.8 mm en promedio respectivamente, sin
embargo, entre las mariposas locales se encontraron diferencias significativas respecto a los
sexos en la localidad de Michoacan (Rpembras= 45.09 cm, Xmachos= 48.05 cm), lo cual es
indicado por la significancia de la interaccién sexo*localidad*condicion (Tabla 4.2),

mientras que en Guerrero el promedio para machos y hembras fue entre 45.5 cm y para

Morelos entre 43.0 cm.

Tabla 4.2. Anadlisis de Varianza anidado para tamaio de alas de las monarcas. El
ANDEVA indica que las mariposas locales (L) y migratorias (M) difieren en el tamafio de sus alas.
Esta diferencia no depende de la localidad intrapoblacional ni del sexo.

Fuente de variacion SC G.L F p
Condicion (L o M) 10.26 1 40.23 <0.01
Sitio * Condicién 1.18 4 1.94 NS
Sexo 0.02 1 0.19 NS
Sexo*Condicién 0.04 1 0.32 NS
Sexo*Sitio*Condicion 0.61 4 5.13 <0.0/
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La variable peso fue analizada separadamente entre monarcas migratorias y locales. Para las
locales el ANDEVA detectd diferencias significativas respecto al tamafio entre las tres
localidades (Tabla 4.3), siendo el promedio menor en Morelos (Fig. 4.8). En la variable
peso, no se encontraron diferencias entre sexos para las poblaciones locales (Fig. 4.8). Las

mariposas migrantes difieren en su peso, entre localidades y entre sexos (Tabla 4.3).

A B
0.5 BB |embras 0.5 g hembras
= machos machos
04 0.4
~03 - 0.3
I 2
c o
. s
02 0.2
0.1 0.1
0.0 0.0
Guerrero Michoacan Morelos Chincua Rosano Cerro Pelon

Figura 4.8 Peso promedio de monarcas locales y migratorias. A) peso promedio de las monarcas
locales + 1 EE B) Peso promedio de monarcas migratorias.

Tabla 4.3 . Analisis de Varianza de dos vias para el peso de las monarcas migratorias vy locales.

Fuente de variacion SC G.L F P
Locales

Sitio 0.16 2 8.41 <0.0/
Sexo 0.046 1 2.44 NS
Sitio*Sexo 0.028 2 2.99 NS
Migratorias

Sitio 0.045 2 4.103 <0.05
Sexo 0.023 1 4.21 <0.05
Sitio*Sexo 0.123 2 0.02 <0.001
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4.4 Parisitoidismo
Las larvas de las monarcas de las poblaciones locales fueron parasitadas por dipteros
pertenecientes al orden Cyclorrhapha, suborden Calypterae, familia Tachinidae. Se

desconoce la especie debido a la gran complejidad de esta familia (Eggleton y Belshaw
1992).

Los taquinidos de las monarcas pertenecen a la categoria de endoparasitoides, ya que se
desarrollan dentro del cuerpo de las larvas, y a la de koinobiontes, ya que permiten que el
hospedero continue con su desarrollo (Godfray 1994). Las monarcas se parasitan al

alimentarse de A. curassavica donde previamente los parasitoides han depositado sus huevos

(obs. pers.).

El numero de taquinidos por mariposa difiere entre las poblaciones locales (ANDEVA
Fp2s50= 8.86, p <0.001), las mariposas provenientes de Michoacan presentaron el mayor

numero de parasitoides por individuo (Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Parasitoides (x + 1 EE) presentes por mariposa.

37



La Tabla 4.4 muestra los parasitoides que emergieron en cada estadio larval para las tres
poblaciones locales estudiadas, detectandose que en el estado de pupa emergian
principalmente los parasitoides, aunque la poblacion de Michoacan tuvo una mayor
emergencia de larvas de taquinidos que habian completado su desarrollo en el 3ro. y 4to

estadio larval.

Tabla 4.4. Tabla de contingencia del estado de desarrollo en el cual
emergen los parasitoides.

Estadio

de desarrollo  Guerrero Michoacian Morelos Total
Larva 3 0(1.79) 5(1.22) 0(1.98) 5
Larva 4 0(4.3) 7(2.94) 5(4.75) 12
Pupa 19 (12.9) 1(8.83) 16 (14.26) 36
TOTAL 19 13 16 53

22=40.70 , p< 0.001

En la Tabla 4.5 se muestra el porcentaje de parasitoidismo en EUA (Prisby 2001), por el
taquinido Lespesia archippivora (Riley), en este trabajo se reporta que las larvas colectadas
en asclepias que crecian en campos de cultivo fueron mas parasitadas que aquellas que
provenian de habitats no agricolas. Para México los sitios de colecta correspondieron a
zonas perturbadas de bosque caducifolio, no agricolas cercanas a fuentes de agua con

desechos organicos.

Tabla 4.5. Porcentaje de parasitoidismo en monarcas de Estados Unidos y

Meéxico.

Autor Localidad Aiio del estudio Porcentaje de
parasitoidismo

Prisby EUA norte 1999 15

Prisby EUA norte 2000 23

Este estudio Guerrero 1999 75

Este estudio Michoacin 1999 80

Este estudio Morelos 1999 90
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IV Discusion

5.1 Registro de poblaciones locales

Los estudios sobre la mariposa monarca se han centrado en las poblaciones norteamericanas,
para México la informacion sobre las poblaciones locales es escasa, por ello la contribucién
de este trabajo sobre las poblaciones residentes mexicanas es importante para iniciar

estudios sobre este lepidoptero.

Las monarcas norteamericas se alimentan de diferentes especies de plantas del género
Asclepias. A. curassavica tiene una amplia distribucion en México y una baja distribucién en
Norteamérica, por lo que fue seleccionada para detectar las poblaciones locales de monarcas.
También esta planta se encuentra en densidades importantes y sus hojas son anchas y

abundantes representando un buen recurso alimenticio para las larvas de las monarcas.

Sin embargo, estas plantas no son ampliamente utilizadas a través de su distribucion
geografica por poblaciones de monarcas en México. Con base en la distribucién de A.
curassavica se eligieron 18 estados de la republica para localizar poblaciones de monarcas,
de estos, en 11 estados de la republica se observaron monarcas, pero solo en tres se
encontraron poblaciones residentes (Guerrero, Michoacan y Morelos) con individuos todo el

afno.

En Veracruz se encuentran diversos registros para 4. curassavica, esto indica principalmente
que es uno de los estados donde se realizan la mayor parte de las colectas botanicas, pero
también muestra que €s una region con pocos registros para D. plexippus, es probable que
Veracruz sea un estado donde si hay poblaciones residentes de monarcas y requieren de

mayor estudio.

Los registros de monarcas con base en observaciones directas y de las bases de datos de
colecciones, muestran la distribuciéon de las monarcas concentrada principalmente en
Estados de la Republica cercanos al Eje Neovolcanico (Fig. 4.1), en algunas de sus

montafias hibernan las mariposas migrantes norteamericanas. A pesar de que se tienen
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registros en Nayarit, Jalisco, Colima, Veracruz, Oaxaca, Puebla y Estado de México por
mencionar los que tienen mayor numero de localidades (Apéndice 1), sélo en Guerrero,
Michoacan y Morelos se observaron poblaciones relativamente abundantes durante todo el

afo (obs. pers.)

Para los meses de enero y febrero (Fig. 4.1 a) las poblaciones locales de monarcas se
concentran basicamente en los estados cercanos a las areas de hibernacion como Michoacan,
Morelos, Estado de México y también en Veracruz. Estos meses corresponde al
establecimiento de las colonias de hibernacién de las mariposas migratorias, se ha supuesto
que algunas mariposas llegan tarde a los sitios de hibernacién e inclusive se desvian de su
ruta migratoria (ver Introducciéon General) por lo que no sorprenderia que se tengan registros

en Veracruz que podrian corresponder a mariposas migratorias.

Una de las distribuciones con mayores interrogantes es la correspondiente a los meses de
marzo y abril (Fig. 4.2 a) por que en esta se observa una amplia distribucidn a partir del Eje
Neovolcénico y hacia las costas del Pacifico, principalmente en los estados de Jalisco,
Michoacén, Guerrero, y con distribucién también hacia el Norte de Veracruz, Morelos,
Oaxaca y Chiapas. Durante estos meses se inicia la reemigracién al sur de los Estados
Unidos y, aunque no se tienen registros para los Estados del Norte del pais, se puede pensar
que la ampliacién de la distribucion es ocasionada por poblaciones locales, asi como de

hibernantes que no reemigraran y buscan sitios donde establecerse.

Durante mayo y junio (Fig. 4.2 b), cuando las mariposas hibernantes han regresado a sus
tierras nortefias, las poblaciones locales vuelven a contrarerse y a quedar en pocos estados
cercanos al Eje Neovolcanico. Para los meses de julio a agosto (Fig. 4.2 b) las poblaciones
locales vuelven a dispersarse, inclusive se tienen registros en Chihuahua y Baja California
Norte, asi como ampliamente distribuidas en Jalisco, Michoacan, Guerrero, Chiapas y
Veracruz. Esto puede atribuirse a que corresponde a la época de lluvias y la explosion de las
asclepias es eminente, representando asi un recurso abundante para las poblaciones de
monarcas residentes. Aunque también es importante sefialar que gran parte de las colectas

para insectos se realizan en estas €pocas.
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Para septiembre y octubre ocurre de nuevo una contraccién de la distribucion pero
curiosamente para noviembre y diciembre las poblaciones exhiben una amplia distribucién
(Fig. 4.2 c¢). Estos tltimos meses corresponden a los meses de llegada de monarcas
migratorias y el establecimiento de las colonias de hibernacion, por lo que sugiere la fuerte
posibilidad de que muchas monarcas migrantes no se establezcan en sitios de hibernacion y

formen poblaciones locales mas alla de los sitios de hibernacion.

Con base en los resultados de este estudio se encontré que las monarcas en México se
distribuyen generalmente entre los 1000 y los 2000 msnm (Fig. 4.4), muchas de las
localidades por encima de los 1500 m son de bosque de coniferas y encinos (Fig. 4.3), por
ejemplo, algunas en Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas; esto permite pensar en la
posibilidad de que dichos registros correspondan a mariposas migratorias localizando otras
areas de hibernacidn. Otros registros de monarcas se localizan entre los 1000 y 1500 msnm
(Fig. 4.4) entre las cuales se localiza el bosque tropical caducifolio (Fig. 4.3), sitios donde la
existencia y perm.anecia de A. curassavica durante todo el afio es mas probable, asi como de

otras especies de asclepias.

La distribuciéon mensual, por altitud y vegetacion para las poblaciones de monarcas en
México, permite inferir que las poblaciones migratorias sean una fuente potencial para las
poblaciones residentes, sin embargo, es necesario un analisis mas profundo como el

genético.

5.2 Colecta de las mariposas locales

Lynch y Martin (1993) establecen que hasta un 82% de las colectas realizadas para estudios
con Danaus plexippus corresponden al estado de huevo, siguiéndole el primer estadio de
desarrollo larval, mientras que raramente se encuentran sobre las plantas hospederas larvas

de 3er o 4to estadio.
Esto llevé a suponer que la sobrevivencia a estos estadios larvales era baja lo cual podria

ocasionar la reduccion del tamafio de la poblacién (Lynch y Martin 1993). Sin embargo, en

este estudio se encontré una proporcién importante de larvas de 3er y 4to estadio en el
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estado de Guerrero, con la diferencia de que la colecta de estas larvas se realizé durante la
noche. Mientras que la colecta en el dia seguia los patrones indicados por Lynch y Martin
(1993). Es posible que durante el dia las larvas se refugien en la parte inferior de la planta
como un posible mecanismo de defensa contra depredadores potenciales (a pesar de que son
toxicas debido a la adquisicion de compuestos secundarios provenientes de las asclepias) y
en la noche suben a la planta hospedera para alimentarse. Es posible que esta conducta
permita que las larvas alcancen los ultimos estadios de desarrollo al reducir el riesgo por

depredacion, y se garantice la permanencia de las poblaciones.

La baja proporcion de individuos en 3er y 4to estadio también es un indicativo de la alta
mortalidad de las larvas en ler y 2do estadio como ha sido documentado para muchos
lepidopteros (Dempster 1983 y Kyi ef al. 1991) y para las monarcas principalmente por los
efectos que producen el latex y los glucésicos cardiacos de las asclepias de las que se

alimentan (Zalucki et al. 2001).

5.3 Diferencias morfologicas entre las poblaciones locales y migratorias (tamaiio y tiempo
de desarrollo (locales))

Una de las propiedades emergentes de las poblaciones es su variacion en caracteristicas
cuantitativas tales como el tamafio, peso, tiempo de desarrollo etc. éstas pueden atribuirse
tanto a factores genéticos o ecoldgicos (Grant y Price 1981, Roff 1997, Grant y Grant 2000).
Estas variables fueron estudiadas con la finalidad de entender la naturaleza de tal variacion

en términos de las relaciones entre las poblaciones locales y migratorias de las monarcas.

La primera propuesta es que las monarcas locales son descendientes de las migratorias por
lo que ambas poblaciones muestran similitud morfolégica posiblemente como resultado de
homogeneidad genética (aspecto abordado en el siguiente capitulo). Sin embargo, esta puede
no ser cierta ya que la variacion en caracteres morfologicos puede ser una respuesta

fenotipicamente plastica a factores ambientales.

El tamafio de las alas podria ser utilizado como una caracteristica para detectar la similitud o

diferencia genética, las poblaciones difieren significativamente en el tamaifio de las alas. Las
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mariposas locales tiene alas mas pequefias, sin embargo, esta variacion no necesariamente
muestra que las poblaciones son diferentes genéticamente €sta puede ser atribuida a diversos

factores entre los que destacan los siguientes:

A) Conducta migratoria y no migratoria
Las mariposas migrantes tienen alas mas grandes para realizar exitosamente el viaje a los
sitios de hibernacién, mientras que las mariposas locales a pesar de que pueden ser
descendientes de las migratorias, no desarrollaran la conducta de migracién. La migracion
en las poblaciones norteamericanas se presenta por la ausencia de plantas hospederas,
mientras que en México hay plantas hospederas disponibles durante todo el afio. Ademas no
necesitan de alas grandes para desplazarse ya que generalmente se distribuyen en donde se

encuentran las plantas hospederas.

B) Distribucion latitudinal
La distribucion actual de las poblaciones podria explicar también estas diferencias, las
poblaciones migratorias se distribuyen en latitudes nortefias donde se registran temperaturas
mas bajas que en las regiones tropicales mexicanas, por lo que se puede pensar en un efecto
latitudinal. La variacién en caracteristicas cuantitativas puede relacionarse con la latitud en
la cual se distribuyen las poblaciones, a pesar de que muestren homogeneidad genética, por
ejemplo en Drosophila sp. se ha encontrado variacion latitudinal en caracteristicas
morfoldgicas incluyendo el largo de alas, area de las alas y longitud del térax (Barker y
Krebs 1995). Debido a que estos patrones se han desarrollado en diferentes ambientes, se
sugiere que la variacidon fenotipica es generalmente adaptativa a diferentes condiciones
ambientales impuestas por la latitud, especialmente a factores relacionados con la

temperatura y son considerados los principales agentes de seleccion (Loeschcke er al. 2000).

C) Cambio de hospedero

Otro argumento para explicar las diferencias morfolégicas en tamafio, suponiendo que
ambas poblaciones tuvieran el mismo componente genético, es referente al cambio de
hospedero; en Norteamérica las larvas que daran origen a la poblacién migratoria de

mariposas, explotan principalmente A. viridis y en México A. curassavica es la principal
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especie hospedera que utilizan las locales. Leclaire y Brandl (1994) encontraron que la
mosca Rhagoletis alternata cuya planta hospedera original era Rosa canina, y
posteriormente utilizé a R. Rigosa como hospedera, mostraron un mejor crecimiento, corto
tiempo de desarrollo larval y un cuerpo mas grande. Para las monarcas locales es posible
que A. curassavica no represente un buen hospedero y restrinja el desarrollo larval y como

consecuencia el tamafio sea menor.

Si un nuevo hospedero es colonizado se causan cambios en la historia de vida de las
poblaciones fitéfagas, esperando que estos cambios incrementen la adecuacion. Este estudio
no permitio evaluar este componente evolutivo, pero podemos pensar que si las poblaciones
locales mexicanas son recientes, las larvas se estan enfrentando a nuevas condiciones
ecologicas generadas por A. curassavica, tales como la calidad nutricional, depredadores etc.
inclusive condiciones menos favorables que a las que se enfrentan en el norte; la explotacion
de esta especie no obedece a la ampliacion de la distribucién si no a una presién por no
poder emigrar a los sitios nortefios, sin embargo las poblaciones pueden mantenerse a pesar
de que hay restricciones para el crecimiento larval que se traduce en diferencias en el

tamafio del cuerpo.

Entre las poblaciones migratorias no hay diferencias respecto al tamafio de las alas por lo
que esta similitud puede reflejar también homogeneidad ecolégica de los sitios de los que
provienen asi como homogeneidad genética. No se encontré efecto del sexo debido
posiblemente a la conducta migratoria explicada anteriormente a pesar de que esta mariposa
ha sido considerada sexualmente dimoérfica . Mientras que entre las poblaciones locales, las
monarcas machos provenientes de Michoacén son las mas grandes respecto a las demas
poblaciones, en tanto que la interaccion entre sitios mostré que Morelos es la poblacién local

de donde provienen las mariposas mas pequefias (Fig. 4.7 y Tabla 4.2).

La poblacion michoacana es la mas cercana a los sitios de hibemacién y, al menos uno de
los sexos (machos), podria parecerse morfolégicamente a las poblaciones migratorias. Esta
propuesta se basa en la probabilidad de que los machos sean los que tienen menos

oportunidad de emigrar si han agotado sus reservas lipidicas, en comparaciéon con las
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hembras que pueden recuperar parte de la energia a través de los espermatdéforos donados

por los machos (Oberhauser 1988 y 1989).

Sin embargo, la diferencia también se puede atribuir a las condiciones ecolégicas de cada
poblacién. Las plantas hospederas de Michoacan se distribuyen en lechos de rio, donde se
permite una abundancia y mejor calidad de hospederos para las larvas (obs. pers.). En
contraste las poblaciones de Morelos (poblacion con el menor tamaio) se distribuyeron en
matorrales semi xerdfilos con limitacion de agua por lo que la calidad de los hospederos
podria ser menor y esto afectaria el desarrollo larval (ver mas delante) y consecuentemente

el tamafio de los adultos.

El mantenimiento somatico en ambientes desfavorables como los que caracterizan a
Morelos, puede ser menos eficiente, incrementando la probabilidad de que el adulto muera
por razones fisioldgicas incluyendo aquellas que le permiten defenderse de depredadores,

por ejemplo la alimentacién de un hospedero con bajo contenido de compuestos téxicos.

Los organismos tipicamente se distribuyen en ambientes heterogéneos donde se enfrentan al
problema de como maximizar su adecuacién bajo condiciones variables. Para resolver este
problema un organismo puede expresar diferentes fenotipos dependiendo de las condiciones,
esta respuesta fenotipica a variables ambientales depende del genotipo, (Viay Lande 1985 y
Gebhardt y Stearns 1993). La poblacion de Morelos presenté el tamafio mas pequefio, pero
también la mayor varianza (Fig. 4.7) por lo que es posible que se estén expresando
diferentes fenotipos en este ambiente aparentemente menos Optimo, para maximizar la

adecuacion.

El tiempo de desarrollo entre las monarcas locales difiere significativamente. Nuevamente la
poblacion de Morelos es la que determina dicha diferenciacién; las monarcas de esta
poblacion tardan mas tiempo en completar el estado larvario y transformarse a adultos (X =
31.8+1.23), algunos estudios con insectos templados han mostrado que un corto periodo de
desarrollo puede producir adultos més pequefios (Rowe y Ludwig 1991), sin embargo, en la

poblacion de Morelos se presentd la respuesta contraria.
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El tiempo de desarrollo larval debera permitir se alcance el peso minimo para permitir la
pupacion. El alimento consumido por la larva (especialmente las de tercer y cuarto estadio
de desarrollo) determina este peso y el peso a la eclosion de los adultos (Gebhardt y Stearns
1993). Sin embargo hay otros elementos que contribuiran al éxito de la eclosion de los
adultos, por ejemplo la temperatura, probablemente debido al bajo metabolismo respiratorio
o a un cambio en la velocidad relativa de la diferenciacion y crecimiento celular (Church y
Robertson 1966 en Gebhardt y Stearns 1993). Sin embargo, todas las mariposas locales

fueron cultivadas en las mismas condiciones de temperatura y humedad.

Otros elementos son los nutricionales ya que seran utilizados durante el proceso fisiologico
de la metamorfosis (Clements 1992). Todas las poblaciones fueron alimentadas con
asclepias procedentes de su propia localidad, de tal manera que la diferencia en el tiempo de
desarrollo para las monarcas de Morelos puede deberse al aspecto nutricional del hospedero

que se desarrolla en un ambiente menos favorable que las plantas de Guerrero y Michoacan.

También se ha documentado que, al reducir el tiempo de desarrollo, disminuye el tiempo de
vulnerabilidad de las larvas, pero también decrece el tiempo de adquisicion de materiales
energéticos para mantenimiento somatico o produccién de huevos (Bell 1980). La
interpretacion adaptacionista de la tasa de crecimiento y tamafio alcanzado es que los
organismos deberian crecer rapidamente en aquellos estados de alto riesgo y deberian
alcanzar el estado de diferenciacion que permite independencia, cuando los beneficios de

hacerlo exceden los riesgos incurridos.

Sin embargo, para la monarcas procedentes de Morelos no se sigue esta interpretacion ya
que hay restricciones ambientales que impiden obtener el peso optimo y posiblemente los
nutrientes que seran destinados a la transformacién como adultos. Se ha documentado que la
tasa de crecimiento estd correlacionada con los niveles de glucdsidos cardiacos de las
asclepias hospederas (Zalucki er al. 2001), por ejemplo plantas que estan en ambientes
adversos 0 que estan dafiadas (incluyendo herbivorismo) pueden incrementar la produccién

de compuestos secundarios afectando asi la sobrevivencia de las larvas. De tal manera que
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para la poblacion de Morelos los efectos ambientales heredados (Rossiter 1996), disminuyen
la adecuacion de los organismos ya que la etapa larval esta expuesta por mayor tiempo a los
depredadores o imposibilita a las larvas defenderse contra parasitoides (seccién 5.5). La
seleccion del sitio de oviposicion por lo tanto es un componente primordial del desempefio
parental ya que determina el primer medio ambiente encontrado por los descendientes

(Resetaris 1996).

5.4 Diferencias morfologicas intrapoblacionales (peso)

Las mariposas son comparadas con el peso al amerger como adultos, éste representa las
reservas energéticas almacenadas como larvas y no como adultos ya que en individuos
reproductivos se estarian acumulando una gran cantidad de grasas que seran utilizados

durante la vitelogénesis y espermatogénesis.

Boggs (1990) menciona que los nutrientes para la produccioén de huevos provienen de la
alimentacion de la larva, la dieta de los adultos y los nutrientes tranferidos por los machos
durante la cépula. Los nutrientes adquiridos como larvas son mas importantes cuando las
hembras emergen con la mayoria de sus huevos maduros (Oberhauser 1997). Sin embargo,
para muchos insectos que emergen sexualmente inmaduros, los nutrientes adquiridos como

adultos son mas importantes para la produccién de huevos.

Las monarcas adquieren su maduracién sexual aproximadamente una semana después de la
emergencia. Se espera por lo tanto, que los nutrientes adquiridos durante el estadio larval,
sean usados para mantenimiento somatico y otros gastos metabdlicos como la busqueda de
alimento. Esta tltima representard posteriormente el recurso que serd utilizado para
produccion de huevos, ademas de los adquiridos por las donaciones de los machos a través

de los espermatdforos (Oberhauser 1988 y 1989).

En este estudio se encontrd que no hay diferencias significativas entre la masa de hembras y
machos, esto puede indicar que las reservas larvales son adquiridas para mantenimiento
somatico hasta la maduracion sexual de las monarcas. Lo anterior se basa en el hecho de que
hembras sexualmente maduras ( consideradas asi debido a que poseen altos niveles de

hormona juvenil, la cual controla el desarrollo de los 6rganos reproductivos y la utilizacién
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de los lipidos especialmente para la produccion de huevos (Herman et al. 1989) ), difieren

en peso respecto a los machos.

Algunos estudios sobre fecundidad predicen que las reservas de las larvas deberian afectar la
fecundidad cuando las “‘entradas™ por parte de los adultos son normalmente bajas, por
ejemplo para especies monandras (que reciben un solo espermatéforo). Sin embargo,
Oberhauser (1997) sugiere que las reservas de las larvas de monarcas no afectan la
fecundidad, aunque el tamafio de las hembras y la fecundidad estan positivamente

correlacionados.

Las monarcas provenientes de Morelos presentaron el menor peso en comparacion con las
otras poblaciones de monarcas, sin embargo no hubo diferencias entre machos y hembras
por lo que se propone que las reservas adquiridas por estas mariposas son también para
mantenimiento somatico y que las diferencias puedan deberse al componente ambiental

como se discutid previamente.

5.5 Parisitoidismo en monarcas locales.

El mayor parasitoidismo detectado fue en la poblacién de Morelos (90%). Las explicaciones
para tal resultado pueden deberse a la calidad del ambiente que favorece a las poblaciones de
parasitoides. Por ejemplo, las asclepias de esta localidad no son lo suficientemente toxicas
como para que los parasitoides mueran al ingerir los glucésidos secuestrados por las larvas

de las cuales se alimentan.

Sin embargo, resultaria contradictorio ya que suponiendo que este sitio es el menos
favorable, las asclepias producirian més compuestos téxicos.Es por ello que otro argumento
es que el impacto de los parasitoides, esta definido por la heterogeneidad y tamafio de las
plantas (Gingras et al. 2002). Es decir, la abundancia de las plantas, inclusive la abundancia
de sus estructuras somaticas, en Morelos la poblacién de asclepias era baja, las plantas se
encontraban aisladas y las hojas eran delgadas por lo que se veia en general poco follaje,

ademas de que las plantas siempre eran pequeiias; se ha documentado que un incremento en
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el tamafo de las plantas decrece significativamente el porcentaje de parasitoidismo por

Trichogramma (Thorpe 1985 en Gingras er al. 2002)

Por ejemplo, la oviposicion por parte de los parasitoides puede obedecer a alguna indicacion
de la presencia del hospedero. Hassell (1968) menciona que Cyzenis albicans un taquinido
de la mariposa nocturna Operophtera brumata, deposita sus huevos sobre el follaje que ha
sido previamente dafnado por las larvas. Otro estudio indica que la oviposicidn se atribuye al
olor liberado por la planta del hospedero, después de un dafio reciente por la alimentacion

del mismo (Mondor y Roland 1998).

Las monarcas producen dafios importantes a la planta hospedera, sin embargo no podemos
atribuir a ello la deteccion de los potenciales hospederos por parte de los taquinidos. Esto
debido a que las larvas generalmente se alimentan durante la noche (obs. pers.),
especialmente las larvas de tercer y cuarto estadio, las que producen los dafios mas
importantes a la planta hospedera; mientras que los parasitoides ovipositan sobre las hojas
durante el dia. Ademas era frecuente observar que las hojas donde los parasitoides

ovipositaban no presentaban dafio.

Sin embargo, se observé una conducta de exploracion de la hoja por parte de los taquinidos.
Estos ovipositan en hojas que ya tenian huevos de monarcas aumentando la probabilidad de
que las larvas que emergan se alimenten de los huevos de los parasitoides. Esta conducta de
investigar y ovipositar en plantas con huevos de los hospederos ha sido descrita en
hymenopteros como Anagrus nigriventris parasitoide del homoéptero Circulifer tenellus
quien oviposita al menos en 5 plantas diferentes y en las cuales se observd la misma
conducta (Al-Wahaibi y Walker 2000)

Askew y Shaw (1986) proponen que los koinobiontes son parasitoides especializados ya que
han mantenido una interaccién fisioldgica con los hospederos. Por ejemplo las adaptaciones
que se han desarrollado con base a las presiones inmunolégicas del hospedero , lo cual

restringe el nimero de hospederos que pueden atacar.

49



Se desconoce si existe especializacion de los taquinidos con las monarcas, sin embargo, es
importante sefialar que las monarcas si se han especializado en las Asclepias, por lo que

puede suponerse algun grado de especializacion por parte de los parasitoides.

Bajo seleccion natural se supone que en este tipo de interaccion, los hospederos deberian de
evitar los ambientes que favorecen a los parasitoides. Las poblaciones “coevolucionadas™ de
hospederos y parasitos muestran una dependencia directa en la distribucion del porcentaje de
parasitismo. Los hospederos seleccionan ambientes que preferencialmente soportan un alto
numero de hospederos en el equilibrio y los parasitoides por igual, teniendo en cuenta que
ambas poblaciones estan confinadas a un ambiente (Schreiber er al. 2000). Al parecer las
monarcas no entrarian dentro de esta categoria debido a que tienen un alto porcentaje de
parasitismo, las poblaciones no estdn en equilibrio y el ambiente esta favoreciendo a los
parasitoides. Esto también tendria consecuencias negativas para los parasitoides ya que esta

disminuyendo el tamaifio de la poblacién de monarcas.

5.6 Consideraciones finales

Los patrones fenotipicos observados no reflejan diferenciacion genética entre las
poblaciones locales y migratorias, es probable que el ambiente haya modulado la plasticidad
fenotipica ademas de los efectos ambientales heredados a los descendientes. Es inadecuado
considerar que la variaciéon morfologica solamente en términos ecoldgicos, se necesita
conocer como es la fuente de variacion genética va que los factores ecolégicos permiten o

restringen la variacion (Grant y Grant 2000).

Sin embargo, en este capitulo pretendemos contribuir al conocimiento de ciertos aspectos de
la historia de vida de mariposas migratorias y locales para posteriores estudios dirigidos a
comprender aspectos evolutivos tales como la plasticidad, efectos ambientales heredados y
respuesta a depredadores en relacion a la estructura genética de las poblaciones ya que esto
llevard a entender el origen y evolucidén de las poblaciones locales y migratorias de

monarcas.
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I11. Estructura y variabilidad genética de las poblaciones migratorias norteamericanas

y las poblaciones locales de mariposa monarca (Danaus plexippus L.) en México

I. Introduccion

1.1 La poblacion de monarcas norteamericanas : Metapoblacion o poblacion panmictica?
Las poblaciones norteamericanas (que se distribuyen al sur de Canada y norte de Estados
Unidos) de Danaus plexippus han sido sujeto de numerosos estudios para entender la
conducta de migraciéon e hibernacion (ver Malcolm y Zalucky (eds.) 1993). Sin embargo, ha
surgido un interés por aquellas causas que ponen en peligro este fendmeno, tanto en los

sitios de reproduccion como en los sitios de hibernacion (Brower y Malcolm 1992).

La distribucién de las mariposas en Estados Unidos y Sur de Canada obedece
principalmente a la distribucion de plantas hospederas del género Asclepias (Wells y Wells
1992) registrandose diversas subpoblaciones norteamericanas. Aunque se desconoce si estas
subpoblaciones forman una poblacion panmictica (si las tasas de dispersién son
suficientemente altas), o bien si pertenecen a una metapoblacion (subpoblaciones

geograficamente independientes).

La teoria metapoblacional (Levins 1970 en Esler 2000) puede ser util para entender la
estructura poblacional y la dinamica de esta especie, de tal manera que puedan ser utilizadas
en los programas de conservacion que podrian ser generados. Aunque el concepto de
metapoblacion ha sido aplicado exclusivamente para especies no migratorias, Esler (2000)
ha generado algunos modelos que permiten la aplicacién de este concepto a especies
migratorias, para entender las dinamicas poblacionales y de la independencia
subpoblacional. El primer punto radica en la identificacion de subpoblaciones
demograficamente independientes, aun cuando se muevan durante su ciclo anual y
potencialmente co-ocurran en otras subpoblaciones (aunque coincidan en tiempo y espacio

en parte de su ciclo anual, no necesariamente implica panmixia demogréfica).
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Esto puede ser importante para conocer las dinamicas de las poblaciones de monarcas en los
sitios de reproduccién y que permita saber si estas seran consideradas en Norteamérica como

unidades de conservacion tal como lo propone Moritz (1994).

Para aves migratorias Esler (2000) aplica el modelo metapoblacional cuando las areas de
hibernacién y reproduccion son distintas. Sin embargo, en el caso de las aves existen
diferentes escenarios, los que pueden ser aplicados a las monarcas: i) areas de reproduccion
geograficamente independientes (debido a algun mecanismo conductual) y un area de
hibernacion unica donde puede ocurrir panmixia; i1) Un drea de reproduccion panmictica y
diversas areas de hibernaciéon (donde ocurren mecanismos conductuales que las hacen ser
independientes). ii1) Tanto las areas de reproduccion como las areas de hibernacion pueden
ser unidades geograficamente independientes. i1v) Las areas de hibemaciéon y de

reproduccion son panmicticas (por lo tanto no hay metapoblaciones y la teoria no se aplica).

El principal mecanismo conductual es el relacionado con la filopatria y la dispersion: la
filopatria es la probabilidad de regresar anualmente al area geografica especifica durante un
estado particular del ciclo de vida. Las especies con altos niveles de filopatria pueden tener
subpoblaciones demograficamente independientes debido a un limitado intercambio de
individuos entre las poblaciones. La dispersion no puede ser considerada el inverso de la
filopatria, en este contexto, puede referirse a la probabilidad de animales que se mueven

entre las subpoblaciones dentro de un periodo del ciclo anual.

Una forma para conocer si las poblaciones pueden ser consideradas como poblaciones
panmicticas o0 metapoblaciones es a través del conocimiento de la estructura genética de las
poblaciones. El estudio de la genética de poblaciones se centra en la descripcion de los
niveles de variaciéon genética dentro y entre las poblaciones, estimando las frecuencias
alélicas y genotipicas y tratar de explicar esta variacion en términos de las fuerzas evolutivas

(Hedrick 1985).

La variacion genética entre las poblaciones es el producto de diversas fuerzas evolutivas

tales como la mutacion, deriva genética, recombinacién genética, movimiento de
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transposones, €l flujo genético y la seleccion natural; estas fuerzas moldean los patrones de
variacién. En poblaciones panmicticas, en las que ademas no hay accién de estas fuerzas
evolutivas, se cumple el supuesto de que las frecuencias alélicas permanecen constantes y
por lo tanto no hay evolucién, la poblacién permanece en equilibrio de Hardy-Weinberg

(Futuyma 1998).

1.2 Efectos de la fragmentacion de los sitios de reproduccion e hibernacion: conservacion
de la diversidad genética

La fragmentacién de los habitats es uno de los puntos centrales en la biologia de la
conservacion. La Union Mundial de la Conservacion (IUCN) ha reconocido la diversidad
genética como uno de los tres niveles de diversidad que requiere conservacion (Montgomery
et al 2000), de tal manera que es importante conocer los efectos de la fragmentacion sobre la
distribucion de la variabilidad genética de las poblaciones (Simberloff 1988, Gibss 1998,
Foré et al. 1992, Van Dongen et al. 1994), donde seguiran ocurriendo los procesos
demograficos y evolutivos (Frankel y Soulé 1980, Sader y Joyce 1988). Indudablemente uno
de los efectos es la pérdida de diversidad genética (Amos y Hoelzel 1992, Avise 1994). Al
fragmentarse los hébitats se reduce el tamafo de la poblacion, la cual consecuentemente
puede ser sujeta a depresion por endogamia, como resultado de cruzas consanguineas,
reduciendo los niveles de heterocigosis en la poblacion (Templeton et al. 1990, Milligan et
al. 1994).

La endogamia puede reducir la adecuacion individual de diversas formas (Milligan et al.
1994). Por ejemplo pueden expresarse alelos deletéreos recesivos (Galbusera et al. 2000)
que reducen la fecundidad de la poblacién al presentarse una alta mortalidad, especialmente
de juveniles, aunque también puede manifestarse en tasas reducidas de crecimiento que

pueden llevar a la extincion de las poblaciones.

La deriva genética fomentan la fijacion o la pérdida aleatoria de alelos, como resultado de la
reduccién del tamafio efectivo de la poblaciéon (Wright 1931 en Hart y Clark 1989) y
produce pérdida de la diversidad alélica (Milligan ef al. 1994). Esta fuerza evolutiva cambia

las frecuencias alélicas por errores de muestreo durante la transmisién de genes de una
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generacion a otra, especialmente en aquellas poblaciones que han pasado por “cuellos de

botella” o reduccion considerable en su tamario.

La fragmentacion del habitat también puede restringir el flujo genético, y afectar el nivel de
variacion genética (Storfer 1999). La Seleccion Natural cambia las frecuencias alélicas si
mantiene la adaptacion al ambiente (Hart y Clark 1989).La reduccion de la variabilidad
genética de las poblaciones puede tener efectos sobre la adecuacién individual y la habilidad
de las poblaciones para adaptarse a las condiciones ambientales alteradas incrementando la

probabilidad de extincién debido a procesos estocasticos (Galbusera er al. 2000)

Para el caso de las poblaciones norteamericanas de monarcas, la fragmentaciéon de los
habitats, especialmente por agricultura, favorece la explosion de las poblaciones de
asclepias, sus plantas hospederas. De tal manera que las poblaciones pueden estar
constituyéndose como una poblacion continua, por lo que es muy relevante el estudio de los

efectos d¢ la continuidad poblacional sobre la estructura genética de las poblaciones.

Cuando las monarcas migran a las areas de hibernacion mexicanas, se enfrentan también al
problema de la fragmentacién de los habitats de hibernacion (en un contexto clasico),
especialmente por la conversion a la agricultura de las zonas boscosas. Desafortunadamente
estos sitios se encuentran por debajo de las posibilidades de restauracion ecoldgica, aqui no
se desarrollan los juveniles, pero la sobrevivencia de los adultos es importante porque
repoblaran las tierras norteamericanas. Es por ello que es de interés conocer los efectos de la

fragmentacion de los habitats de hibernacidn sobre la estructura genética de las poblaciones.

Las condiciones climaticas de los bosques perturbados de las zonas de hibernaciéon pueden
incrementar la pérdida de los lipidos que fueron almacenados para la hibernacién (Alonso-
Mejia et al. 1997), y seran insuficientes para completar el viaje de reemigracion (Ver
Introduccion General). Existe la hipotesis del flujo genético entre poblaciones migratorias y
locales, debido a que ciertas mariposas migratorias se quedan en sitios donde se encuentran

poblaciones de plantas hospederas.
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Se ha documentado para otras especies de mariposas que la fragmentacion de los habitats
tienen consecuencias importantes en las poblaciones (Dongen 1998, Hoole er al. 1999)
especialmente afectando la distribucion y dispersion de las mariposas, asi como su
diversidad genética. Sin embargo, la fragmentacion de los habitats ha sido documentada para

especies con bajo nivel de movilidad donde se estudian dichos efectos.

1.3 Flujo genético entre poblaciones locales y migratorias, adaptacion de poblaciones
locales

El conocimiento de la estructura genética de las poblaciones migratorias y locales de
mariposa monarca puede ser un elemento basico en la conservaciéon del fenémeno de
hibernacién, ya que la alta capacidad de dispersion de las poblaciones migratorias pueden

reducir el grado de aislamiento geografico e inclusive genético.

El flujo genético puede mantener la diversidad genética y fenotipica de las especies,
aumentar la variabilidad genética dentro de la poblacidn, y reducir los efectos de la deriva
genética o bien reducir la adaptacion de los organismos al incorporarse a la poblacién alelos

sin efecto adaptativo a las nuevas condiciones (Slatkin 1987 ).

El flujo genético es mas probable entre demes adyacentes. En el caso de las poblaciones de
monarcas que hibernan en el Eje Neovolcanico y las poblaciones locales el flujo genético
puede ocurrir , ya que hay poblaciones importantes de plantas hospederas cercanas a los
sitios de hibernacion. Si la cantidad de migracion entre las poblaciones migratorias y locales

es alta, se espera que éstos tengan pozos genéticos similares.

Las poblaciones migratorias y locales pueden estar separadas por barreras geograficas, de tal
manera que el aislamiento generaria diferenciacién entre ambas. Mientras que el flujo
genético eliminaria la diferenciacion., al alterar las frecuencias alélicas dependiendo de la

cantidad de migracion (Slatkin 1985).

De acuerdo a la hipdtesis de flujo genético entre las poblaciones locales y migratorias, se

esperaria que las poblaciones locales fueran incapaces de adaptarse a las plantas hospederas
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(hipétesis de adaptacion local Edmunds y Alstad 1978). Sin embargo, el flujo genético
puede tener diferente magnitud de acuerdo a la cercania de las poblaciones locales con las

areas de hibernacion.

Si hay un limitado flujo de genes entre las demas poblaciones locales, adicionalmente a que
el movimiento de larvas y adultos sea insuficiente, se puede encontrar heterogeneidad alélica
entre las poblaciones locales alejadas de los sitios de hibernacion. Se ha sugerido que las
poblaciones de insectos se mueven muy poco y que hay posibilidad de que la adaptacion
local pueda desarrollarse (Alstad 1998). Por lo que la formacion adaptativa de los demes
resultaria del aislamiento de poblaciones reproductivas que se han adaptado de manera
importante a las plantas hospederas (Edmunds y Alstad 1978). Algunos genotipos pueden
tener ventajas sobre otros en hospederos particulares y esta variacion es heredable sobre el
tiempo, por lo tanto estas poblaciones aisladas o demes podrian divergir de las poblaciones
originales (en el caso de que fuesen las migratorias). Si las poblaciones tienen la oportunidad
de reproducirse en varias generaciones por la disponibilidad de las plantas hospederas
durante todo el afio, pueden tener ventajas evolutivas al adaptarse rapidamente a sus plantas
hospederas. Aunado a la carencia de dispersion y limitado flujo genético entre otras
poblaciones, por lo cual es importante entender los mecanismos que podrian evitar la

formacidn adaptativa del deme (Cobb y Whitham 1998).

1.2 Poblaciones fuente y poblaciones sink (sumidero)

Debido a la heterogeneidad ambiental, las poblaciones naturales tienden a ocupar diferentes
habitats y la separacion espacial puede afectar la dinamica demografica de las poblaciones
(Howe et al. 1991), y la adecuacién de los individuos (Kawecki 1995). Algunos autores
sugieren que las poblaciones no pueden mantenerse como unidades aisladas ya que sin
inmigracion de otras poblaciones inevitablemente se extinguirian (Janzen 1986, King y

Mewaldt 1987, Temple y Carey 1989).
Las diferencias en la calidad del habitat podrian ocasionar un espectro fuente-sink de la

poblacion (Pulliam 1988). Fuera del nicho se pueden establecer poblaciones por

inmigracion, a estas poblaciones se les denomina “sink™ (sumidero) (Holt 1985, 1993,
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Pulliam 1988). Una especie tiene una dinamica sink-fuente si en un “fuente” mantiene un
balance positivo entre nacimientos y muertes, mientras en las sink las muertes superan al
numero de nacimientos. En la fuente se tiene una mayor abundancia y adecuacién en
comparacion con las sink, y la evolucién por seleccién natural podria ser mas fuerte para
mantener o mejorar la adaptacion en la fuente (Holt 1996). Las poblaciones sink aumentan

el tamafo de la metapoblacion y pueden evitar la extincidn de la fuente (Howe ef al. 1991).

Gaggiotti y Smouse (1996) muestran que la variacion genética puede ser mantenida en una
pequefia poblacién sink unicamente a través de influjo continuo de genes de una fuente
grande. Sin embargo, ellos enfatizan la importancia de la estocasidad en el proceso de la
migracion, ésta puede determinar cuanta variaciéon puede ser mantenida en una poblacién

sink.

Las poblaciones no viables pueden ayudar a prevenir las extinciones estocasticas de
pequefias metapoblaciones (Goodman 1987) y pueden contribuir a un pool genético mucho
mas diverso (Lande y Barrowclough 1987). En términos practicos los habitats secundarios
pueden tener un valor significativo para la conservacién aunque sean incapaces de soportar

poblaciones viables.

En este estudio se sometid la hipotesis de si las poblaciones migratorias de monarcas y las
poblaciones locales en México corresponden al espectro fuente-sink . Los individuos que
forman la poblacion reproductiva de Norteamérica y se retinen durante la hibemacion,
constituyen la poblacién fuente, mientras que las poblaciones locales en México funcionan
como las poblaciones sink. Entre éstas existe una diferencia notable, mientras la poblaciéon
hibernante puede constituirse como la fuente por tan solo unos cuantos meses (inclusive
solamente cuando se reinicie la remigracion o bien, cuando, durante la hibernacion los
individuos pierdan su diapausa reproductiva y no puedan remigrar), las poblaciones locales

podrian funcionar como poblaciones sink.

Con base en los argumentos anteriores el presente proyecto se desarrollé bajo las siguientes

preguntas de investigacion:
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1) ¢Las poblaciones que hibernan en nuestro pais son una poblacién panmictica
o diversas poblaciones con una estructura genética ?

11) Si hay mariposas migratorias que no completan el viaje de emigracion al sur
de los EUA, ;Estan formando poblaciones locales en México?

1)  ;La variabilidad genética entre las poblaciones residentes aumenta conforme
la interaccion con las monarcas migrantes es mayor?

iv)  ;La poblacién hibernante constituye una fuente a partir de la cual migran
individuos a poblaciones sink (locales)?

V) (Se previene la adaptacion local de las poblaciones mexicanas como

resultado del flujo genético con las poblaciones migrantes?

Una forma de disponer de informacién sobre la estructura genética de las poblaciones
migratorias asi como de su relacion con las poblaciones locales mexicanas, es a través de la
variacion proteinica detectable por medio de técnicas electroforéticas (Richardson et al.
1986). Esta podra reflejar el nivel de adaptaciéon futura o la adecuacion individual (Milligan
et al. 1994). Asi como entender los mecanismos poblacionales para proteger el fenomeno de

hibernacidn de ésta especie.

1.5 Antecedentes de la estructura genéticas de las monarcas

Eanes y Kohen (1978) analizaron la estructura genética de treinta muestras de monarcas que
fueron colectadas en el verano y otoflo de 1973, 74 y 75 en la regién este central de EUA y
Canada. Se usaron 6 loci enzimaticos como marcadores genéticos. La hipotesis que probaron
fue que la poblacién de monarcas mostraba cambios en su estructura genética debido a que
la poblacién en un momento era relativamente sedentaria y en otro momento se componia

por mariposa migratorias.

El coeficiente de endogamia mostré un exceso de heterocigosis persistente en tres loci
(NDH, GOT y MDH). Los estadisticos F en las muestras migratorias y no migratorias
describen la existencia de poblaciones de verano genéticamente diferenciadas que estan

mezcladas en masa en la migracion del otofio. Aunque al parecer la variacion espacial en las

61



INSTITUTO DE ECOLOGIA
UNAM



frecuencias alélicas es baja, la migracion efectivamente mezcla la poblacién y remueve

cualquier diferenciacién local.

Eanes (1978) examind la relacion entre la heterocigosidad genética y de los caracteres
morfolégicos en la mariposa monarca (Danaus plexippus). El estudio con seis loci
polimoérficos muestra que algunos heterocigotos tienen varianzas pequefias en caracteres
morfolégicos cuando son comparados con los homocigotos para los mismos loci. Sus
resultados apoyan la hipdtesis de que los heterocigotos en los loci estudiados tienden a ser
encontrados cerca del centro de la distribucién de los caracteres morfoldgicos tales como el

tamano.

Hughes y Zalucki (1984) por su parte, estudiaron la variaciéon en cuatro loci genéticos
(PGM, ME, IDH y Hbdh) en poblaciones australianas de monarcas residentes. Encontraron
bajos niveles de diferenciacion genética entre subpoblaciones (Fsr = 0.032). Sin embargo,
estos autores sugirieron que sus resultados reflejan diferencias entre genotipos respecto a la
preferencia de habitats. Por ejemplo algunos genotipos pueden gastar mas tiempo alrededor
de un gran parche de asclepias que otros, tales diferencias en la conducta pueden llevar a

diferencias en las frecuencias genotipicas entre areas densas y esparcidas de asclepias.

Un estudio sobre la variacidn espacial en Danaus plexippus en el Sureste de Queensland
usando dos loci PGM y HBDH fue realizado por Zalucki et al. (1987). Ellos muestrearon
mariposas en 16 sitios por dos ocasiones algunas en primavera, sobre una gran escala
espacial y la otra vez a finales del verano sobre una escala espacial fina. Los niveles de
variabilidad genética, fueron muy bajos en ambas ocasiones. Sin embargo a una escala fina
se detectd variacion espacial significativa en el locus HBDH. Los autores mencionan que los
analisis podrian indicar que las condiciones ambientales al tiempo de la colecta pudieron

haber influido en las frecuencias de genotipos particulares.
Ante la suposicion de los efectos de las condiciones medioambientales, es decir, que algunos

genotipos son mas activos a ciertas horas del dia y otros genotipos a otras horas del dia,

realizaron un estudio considerando los efectos del medio (Carter er al. 1989). En éste las
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monarcas fueron muestreadas a diferentes horas del dia. Se analizaron cuatro loci
polimorficos (PGI, PGM, IDH y Hbdh) y se compararon los niveles de heterocigosidad entre
las monarcas que volaban temprano y las que volaban en la tarde. Para PGI y PGM hubo
frecuencias de heterocigdsis significativamente altas para los individuos de las mafiana,

indicando que los heterocigotos eran mas activos a estas horas del dia que los homocigotos.

Se estudio también la variacidn a nivel temporal en una poblacion reproductiva de monarcas
de dos sitios con parches de asclepias por dos afios (Zalucki et al. 1993). En este estudio se
encontraron grandes cambios en la heterocigdsis y en las frecuencias alélicas de los
individuos agrupados en tres estaciones (verano temprano, verano tardio e invierno). Del
estudio de Carter er al. 1989, se encontré que los heterocigotos son mas activos a horas
tempranas, lo que llevé a Zalucki ef al. (1993) a sugerir en este estudio que los heterocigotos
en invierno pueden tener mas tiempo disponible para aparearse y ovipositar que los
homocigotos. Y ademas de que los heterocigotos pueden tener ventajas tales como altas
tasas de sobrevivencia como larvas o como adultos en bajas temperaturas, por lo que se

puede esperar un incremento en las frecuencias de los heterocigotos.
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II Objetivos

El objetivo general de este trabajo es determinar la variabilidad. los niveles de diferenciacion
y el grado de flujo genético entre la poblacién migratoria que hiberna en nuestro pais y las
poblaciones locales o residentes que existen en México. Detectando los posibles cambios en
la estructura genética de las poblaciones de monarcas locales debido a la presencia de las

monarcas hibernantes
Los objetivos particulares son los siguientes:
L Conocer la estructura genética de las poblaciones migratorias de monarcas para

establecer si pertenecen a poblaciones goegraficamente aisladas en Norteamérica o si

son una poblacién panmictica

i Determinar la estructura genética de las poblaciones residentes de monarcas en
México
III.  Estimar las relaciones genéticas y el grado de flujo genético entre ambas poblaciones

IV. Con base en las relaciones genéticas entre estas poblaciones, proponer estrategias
para la conservacion del fenomeno de hibernacién de las mariposas monarcas

norteamericanas que hibernan en México.

II1. Método

3.1 Colecta de monarcas migratorias

Se realizé una colecta de mariposas en la temporada de hibernaciéon de 1998-1999. Este
muestreo fue realizado entre el 25 de febrero y el 3 de marzo de 1999. Se colectaron 35
machos y 35 hembras monarcas pertenecientes a los santuarios Sierra Chincua, Cerro el
Campanario (Rosario) y Cerro Pelon (Fig. 3.1 Cap. II). Los ejemplares fueron transportados
vivos en hieleras y en el laboratorio fueron preservados en un ultracongelador a -70 °C hasta

el momento en que se realizé la electroforesis.
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3.2 Colecta de monarcas locales mexicanas

Con base en la distribucion geografica de Danaus plexippus y en la permanencia de la
poblaciones durante todo el afio (ver cap. II), para el analisis genético se seleccionaron
mariposasde localidades del Estado de Michoacén, principalmente sitios cercanos a las areas
de hibernacion con la finalidad de evaluar el posible flujo genético entre esta poblacién y la

migrantes; y dos sitios alejados de la zona de hibernacion: Guerrero y Morelos.

Michoacan

Los sitios correspondientes a Michoacan fueron la Ciudad de Tuxpan, en el sitio conocido
como Hacienda Mitzi y la Soledad; Agua Blanca y Agua Amarilla las tres localidades
cercanas a la ciudad de San José Purua por la carretera Zitacuaro-Morelia (ver apéndice 1).
Para todas las localidades se colectaron adultos volando o que estuvieran presentes en las

plantas hospederas, asi como huevos o larvas de las plantas.

Guerrero

En este estado se colectaron las localidades de Chilapa sobre la carretera Chilpancingo a
Izticar de Matamoros, y Chichihualco en la carretera Chilpancingo-Atoyac de Alvarez,
ambas localidades aproximadamente a 40 Km de la Ciudad de Chilpancingo (ver apéndice
1).

Morelos

Las colectas realizadas en el estado de Morelos corresponden a las localidades de Zacualpan,
en la carretera Cuautla-Iziicar de Matamoros, Narciso Mendoza, sobre la carretera Cuautla-

Oaxtepec y Jiutepec, cerca de Cuernavaca (ver apéndice 1).

Los huevos y larvas fueron transportados al laboratorio, se pusieron individualmente en
frascos plasticos. Se mantuvieron en camaras de desarrollo a temperaturas de 28 °C durante
el dia y 23 °C durante la noche. Las larvas fueron alimentadas con 4. curasavica hasta que
pupaban, los adultos que emergieron se guardaron en el ultracongelador a —=70° C hasta el

momento de realizar la electroforesis.
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3.3 Electroforesis de proteinas

Uno de los métodos mas utilizados en biologia molecular para estimar los niveles de
variacion en las poblaciones es la electroforesis de proteinas (Hartl y Clarck 1989, Leberg
1992). Se empled esta técnica en acetato de celulosa (Richardson et al. 1980) siguiendo el
protocolo de Herbert y Beaton (1994). El térax de cada monarca fue macerado con 200
microlitros de buffer EDTA (Apéndice 3), pH 7.5 en nitrégeno liquido. La mezcla se
centrifugo durante 3 minutos a 14000 r.p.m. Los geles de acetato de celulosa (Titan III
Helena Laboratories) fueron remojados durante 2 horas en el buffer respectivo (Tabla 3.1).
Posteriormente en estos geles se aplico cada muestra y fueron sometidos a diferentes

voltajes y tiempos segun la enzima (Tabla 3.1)

Se ensayaron las enzimas PGM, PGI, IDH, G6PDH, 6PGDH, ME, AAT, MPI, ACON,
MDH, FUM, ADH, HEX, LDH,G3PDH, obteniéndose actividad y polimorfismos para seis

enzimas (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Enzimas analizadas. Buffers, amperaje y tiempo en los cuales se corrieron los geles de
acetato de celulosa para las monarcas.

Enzima Buffer pH Voltaje Amperaje Tiempo Estructura No. de No. de
(min) Cuaternaria isoenzimas  alelos
GPI J2 7.8 120 10 50 dimero 1 6
ME CAAMP 7.0 180 10 90 tetramero 2 3
MPI CAAMP 7.0 180 10 90 monomero 1 3
G3PDH CAAMP 7.0 180 10 90 dimero 1 3
PGM J 8.2 100 10 40 monomero 1 6
IDH J 8.2 120 10 60 dimero 2 4

En el apéndice 3 se muestran los métodos de preparaciéon de buffer de extraccién y
corrimiento, asi como la preparacién de los substratos y solucion de tincion para cada una de

las enzimas estudiadas.
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Después de aplicar substratos y soluciones de tincion en un gel de agar encima de los
acetatos, estos fueron incubados media hora en una estufa a 35 °C. El agar fue removido y

los geles fueron lavados con agua corriente y después con agua destilada.

Los geles fueron leidos a partir del patrén de bandeo que presentaban, estas lecturas
correspondieron a “A” como el alelo de mayor movilidad electroforética, leyéndose las
letras posteriores en orden descendente a partir del que corrié mas rapido (Fig. 4.1 resultados
seccion IV). Cada gel fue fotografiado con una camara digital y fotocopiado con la finalidad
de tener el registro de todos los geles y corroborar las lecturas al final de todas las
electroforesis. Para la lectura se considero el numero de loci presentes, asi como la
estructura cuaternaria de la proteina, garantizando la correcta interpretacion de los genotipos

por poblacion.

3.4 Analisis genético

3.4.1 Variabilidad genética

Dos de las medidas comunmente usadas para caracterizar la variacién en una poblacion son
el porcentaje de loci polimorficos y la heterocigosidad promedio por locus. La proporcion de
loci polimérficos depende de la definicién de polimorfismo. Por definicién un locus es
polimérfico si la frecuencia del alelo mas frecuente es de menos del 99%, aunque también la

frecuencia puede ser de menos del 95%

La estructura genética puede ser expresada como la variaciéon en las frecuencias alélicas
presente en las poblaciones. Para medir ésta variacion genética se estimé la proporcioén de
loci polimorficos (P), la heterocigosidad promedio esperada (He) y el nimero promedio de
alelos por locus (4) (Hartl y Clark 1989) para las poblaciones migratorias y locales de

mariposa monarca.

Para obtener estos estimadores se realizd la lectura de las frecuencias genotipicas de cada

uno de los geles, para cada una de las poblaciones. A partir de éstas frecuencias se
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obtuvieron las frecuencias alélicas con el programa de analisis genético TFPGA 1.3 (Tools

for Population Genetic Analyses, Miller 1997).

Un locus es polimdrfico si la frecuencia del alelo méas comun es de menos de 0.99, los
valores para P van de O a 1, el primero indica nula variacién genética y el 1 cuando la
totalidad de los loci analizados son polimérficos, es decir, que tienen dos o mas alelos. Se
estima a partir de P=x/m donde x es el numero de loci polimoérficos en una muestra de m
loci (Hedrick 1985). La heterocigosis promedio esperada también fue obtenida por el

programa TFPGA como:
He =13 p?
i=]

Donde pi es la frecuencia del iésimo alelo del locus i. La heterocigosis promedio esperada

toma valores de 0 a 1. El nimero promedio de alelos por locus fue obtenido como:

A=15%

Donde ai es el nimero de alelos observados en el locus i y m es el nimero de loci

analizados.

3.4.2 Estructura genética

La estructura genética de las poblaciones es una consecuencia de los patrones de
entrecruzamiento dentro de las poblaciones y de la magnitud del intercambio genético entre
éstas (Crow 1986, Hartl 1988, Hartl y Clark 1989). Para su estimacién se obtuvieron el
coeficiente de endogamia o indice de fijacién (F) y los estadisticos F de Wright (Fir, Fis,
Fs7) (Wrigth 1978).

Coeficiente de Endogamia o indice de fijacion (F)
La estructura intrapoblacional es estimada con el coeficiente de endogamia (F) propuesto
por Wrigth en 1921. Este estimador mide la reduccion en la heterocigosidad dentro de una

poblacién debido a la cruza entre parientes en relacion con la heterocigosidad esperada en
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equilibrio de Hardy-Weinberg. Una poblacion se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg
cuando las frecuencias alélicas y genotipicas permanecen estables (F = 0). El coeficiente de

endogamia se expresa como:

Donde Ho es la heterocigosis es observada en la poblacién, y 2pg es la proporcién de
heterocigotos esperados para cualquier par de alelos en el locus. Este coeficiente toma
valores de —1 a +1. Los valores positivos indican deficiencia de heterocigotos y los valores

negativos muestran un exceso de éstos.

Estadisticos F de Wright
Para un analisis interpoblacional los indices mas utilizados para describir estructura genética
de las poblaciones son los estadisticos F de Wrigth (Wrigth 1951). Funcionan a nivel de

individuos (I), subpoblaciones (S) y de toda la poblacién (T).

El estadistico F;r mide la reduccién en la heterocigosidad observada de un individuo que se
encuentra en una subpoblacién con respecto a la esperada de un individuo en una poblacién
no subdividida con apareamientos al azar (en equilibrio de Hardy-Weinberg), y con las
mismas frecuencias alélicas. Este estadistico considera los efectos del apareamiento no
azaroso y también los efectos de la subdivision de la poblacién. Es por ello que este
estadistico mide el grado de endogamia total en la poblacion (todas las subpoblaciones

consideradas) y se obtiene a partir de:

Fip = ]_fr:-_Hi

H,
Donde Hy es la heterocigosis promedio individual observada en la subpoblacién y Hr se
refiere a la heterocigosis promedio esperada en una poblacién con apareamientos aleatorios,

donde n es la suma de todos los loci y se obtienen como:

H:r_ i=1 =
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El estadistico Fs mide la reduccion en la heterocigosidad de un individuo que se encuentra
en una subpoblacion debido a apareamientos no azarosos, en comparacion con una

subpoblacion ideal en la que todos los apareamientos se realizaran al azar (Hart]l y Clark

1989):
Hs - H,

Fig= H

Donde Hs es la heterocigosis promedio observada, para todos los loci a nivel de

subpoblacion.

Fsr es el estadistico que mide la reduccion en la heterocigosidad esperada de un individuo
que se encuentra en una subpoblacién con respecto a la esperada de un individuo que se
encontrara en una poblaciéon no subdividida con apareamientos al azar, es decir, el efecto
considerado es el de la subdivisién de la poblacién. Fsr es una medida de la diferenciacién
genética entre subpoblaciones al medir la reduccién de la heterocigosis en una subpoblacion
debido a deriva genética (Hartl y Clak 1989); dicho estadistico también es utilizado para
inferir patrones de flujo genético entre las subpoblaciones (Slatkin 1994) Fsr se obtiene

como:

S|

FST =] -

-Fl

Estadisticos F, f y 0 de Weir y Cockerham (1984)

Los estadisticos F, fy @ son estimadores de los indices de fijacién de Wrigth (1951) Fiy, Fis
y Fsr respectivamente. El programa TFPGA 1.3 ( Miller 1997) permite calcular estos
estimadores considerando el numero de individuos analizados, asi como el nimero de
localidades muestreadas, asignadas como subpoblaciones dentro del programa. Con estos

componentes los estimadores no tienen sesgo a diferencia del céalculo por si sélo de los

indices de fijaciéon de Wrigth (1951).

70



Se analizo si F y f eran estadisticamente diferentes de 0, es decir, si las poblaciones indican
algin grado de endogamia. Para ello se utilizo una prueba de chi-cuadrada (x?) propuesta
por Li y Horvitz (1953), en la cual ¥’ = F* N (k-1), o bien x* = /* N (k-1) para ambos con
k(k-1) grados de libertad, y para el estadistico & se calculé como %*= 2N 6 (k-1) (Workam
y Niswander 1970), con (k-1) (s-1); k es el nimero de alelos y s el niumero de
subpoblaciones a analizar.

Mediante el programa TFPGA se calcula la desviacion estandar y el intervalo de confianza
de cada parametro al 95% mediante un “bootstrapping” o método de remuestreo sobre todos

los loci.

Flujo genético (Nm)
El flujo genético entre las poblaciones migratorias y locales de monarcas se calculd

mediante el parametro @ o el indice Fsr no sesgado, que estima la diferenciacion genética.

1
4Nm + 1

El uso de Fgr permite hacer una estimacion indirecta del flujo genético (Slatkin 1994)

FST”"’

mediante la expresion propuesta por Wright (1951):

1 /1
—f—-1
Nm= T \Fr )

Donde N es el tamafio de la poblacién y m es la fraccién de migrantes a dicha poblacion, y

es una estimacion indirecta del flujo genético entre las subpoblaciones.

Valores de Nm >1 indican que las poblaciones se comportan como una poblacién panmictica
y el flujo genético restringe el efecto de la deriva genética (Kimura y Maruyama 1971, Hartl
y Clark 1989 y Slatkin 1994). Mientras que valores de Nm <l indican que las
subpoblaciones tienen un alto grado de diferenciacion genética (i.e., deriva genética

actuando independientemente en cada subpoblacion; Slatkin 1994).
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Sin embargo, la estimacion de Nm de esta manera lleva como condicién que Fsr no
involucre a otras fuerzas evolutivas diferentes a la deriva genética. Para ello Crow y Aoki
(1984) y Takahata y Nei (1984) propusieron la estimacion de Gsr , como un estimador de

Fsrpara loci multialélicos.

1
Ggr= 4o Nm +1

Donde : ( i )2 y n el numero de subpoblaciones

Si el numero de subpoblaciones se incrementa, Gsr se aproxima a Fsr a una tasa de 1/m

siempre que pu<m (Crow y Aoki 1984, Takahata y Nei 1984 y Hartl y Clark 1989).

Una medida directa del flujo genético que pretende evaluar el aislamiento por distancia fue
propuesta por Slatkin (1993) con la estimacion Fsr de entre pares de poblaciones separadas
por una distancia k y considerando el célculo de Nm ya descrito. Este estimador permite

evaluar el flujo genético en una dimensién (poblaciones distribuidas linealmente fig. 3.1):

A/} 4Nm

O —

O bien en dos dimesiones , es decir cuando las poblaciones intercambian genes como otras

en cualquier direccion (Fig. 3.1):

A 4Nm
M ="

Para poblaciones que se encuentran en equilibrio entre la deriva y la migracién la relacién:
log (M) = a+b log(k)

T2



predice una pendiente (b) de —1 y de 0.5 para flujo genético en una y dos dimensiones
respectivamente (Fig. 3.1, Slatkin 1994). Para calcular este estimador entre pares de
subpoblaciones de las poblaciones migratorias y locales de monarcas, se utilizé el programa
desarrollado por Slatkin (1993). Dicho programa esta basado en métodos de coalescencia y
obtienen Fsr entre pares de poblaciones estimando & (Weir y Cockerham 1984) o Gsr (Nei
1972). El primero es un estimador insesgado, pero si el flujo genético es alto puede tomar
valores negativos y por ello la funcién inversa de M, esta indefinida, Gsr por el contrario,
siempre es positivo y presenta menor varianza que €. Las distancias entre las subpoblaciones

estudiadas se obtuvieron utilizando cartas del INEGI a una escala de 1:250,000.

En este estudio también se utilizé otro método indirecto para estimar el flujo genético,
conocido como el método de alelos privados (private alleles). Desarrollado por Slatkin
(1985), considera los alelos que se encuentran de manera exclusiva en una poblacién. Para
estimar Nm se considera la frecuencia promedio de los alelos privados ( p ). Slatkin (1985)

encontré que hay una relacién entre la frecuencia de los alelos privados y Nm como:

In (1) = {(- 0.505) (InNm)} - 2.44
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Figura 3.1. Aislamiento por distancia. Si e] flujo genético ocurre en una dimensién (A) se muestra
que la pendiente tiene un valor de —1, mientras que si el flujo genético ocurre en dos dimensiones (B) la
pendiente es de —0.5

fog M

Distancias e Identidades genéticas

La estimacion de la identidad genética entre las poblaciones se utiliza también para describir
la estructura genética de las poblaciones. El método UPGMA (unweighted pair-group
method with arithmetic mean) o método de promedio aritmético no ponderado de par-
grupo, usa una matriz de las frecuencias alélicas de los pares de poblaciones. UPGMA
construye un dendograma o fenograma de las distancias esperadas y supone que el tiempo
evolutivo a lo largo de cada una de las ramas es proporcional al largo de la rama.
Estableciendo de esta manera las relaciones genealdgicas entre las poblaciones con base en

las similitudes o distancias genéticas (Nei 1972, 1978).
Las identidades genéticas toman valores de entre cero cuando el par de poblaciones no

comparten ningun alelo, y 1 si el par de poblaciones tienen las mismas frecuencias alélicas.

La 1dentidad genética se estima de la siguiente manera:
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J.

xy

T,

Donde J;, es la probabilidad de tomar al azar un par de alelos idénticos, Ji y Jj, son las
probabilidades de homocigosis en la poblacién X y Y, respectivamente (Hart] y Clark 1989).
La distancia genética se estima como D = - In / y ésta toma valores de 0 si las poblaciones

tienen frecuencias alélicas idénticas, hasta oo si las poblaciones no comparten alelos.

Usando el programa TFPGA se construyeron fenogramas con base en el método UPGMA
con la finalidad de detectar las relaciones genéticas entre las monarcas migratorias y las
monarcas locales mexicanas, asi como entre las subpoblaciones de cada grupo con base en

las distancias genéticas de Nei (1978)

Con la presencia de alelos exclusivos para ambas poblaciones se obtuvo una “filogenia” de
alelos, el fenograma-arbol fue construido con el programa PAUP (Phylogenetic Analysis
Using Parsimony, Swofford 2000), con nimero de alelos exclusivos como un caracter
homologo. Se obtuvo la estadistica del arbol para saber si los caracteres utilizados (alelos)
son los mas apropiados Estos son el indice de consistencia (/C), el indice de consistencia
reescalado (CR) y el indice de homoplasia (/H). El /C es una medidad de la homoplasia o la
incertidumbre debido a analogias, es decir, la incongruencia en el analisis debido a que
ciertos caracteres propuestos como homologias pueden ser analogias; el indice CR es el IC

reescalado de 0 (homoplasia) a 1 (sinapomorfias o caracteres homoélogos derivados).
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IV Resultados

4.1 Variabilidad genética de las poblaciones de mariposa Monarca locales y migratorias

Frecuencias alélicas

Para las poblaciones migratorias y locales se ensayaron un total de 14 enzimas de las cuales
se obtuvo resolucion para 6 enzimas, para un total de 8 1soenzimas (Tabla 3.1 seccién III

Métodos, Fig. 4.1). con un méaximo de 6 loci para la enzima GPI y PGM (Fig. 4.2b).

El apéndice 2 muestra las frecuencias al¢licas de las enzimas analizadas en cada poblacion,
la poblacién local Michoacan es la tUnica que presenta el alelo GPI-F mostrandose
diferenciacion para este alelo con la prueba exacta para diferenciacién de poblaciones con
una p< 0.05, mientras que el alelo GPI-E no esta presente en la poblacién migratoria
Rosario, ni en la poblacién local Morelos. El alelo GPI-A sélo lo presentan las poblaciones
migratorias, mientras que el alelo GPI-D es el que presenta la mayor frecuencia tanto en

poblaciones migratorias como locales.

Para la enzima MPI se obtuvo la mayor frecuencia para el alelo B (entre 0.7 y 0.9), el alelo
C ausente en las poblaciones locales de Guerrero y Morelos, y la poblacion local Michoacan

presento los tres alelos al igual que las poblaciones migratorias.

Tan sélo en la poblacion migratoria “Cerro Pelén” se encuentra el alelo G3PDH-C, mientras
que el alelo G3PDH-B solo esta en las poblaciones locales y en la poblacién migratoria

Chincua.

La mayor frecuencia (0.7 y 0.85) es mostrada por el alelo ME1-B, las poblaciones Cerro
Peldn y el Rosario son las que muestran al alelo ME1-A. Esta tltima poblacién migratoria
sblo presenta el alelo ME2-A (p< 0.05), y casi la totalidad de la frecuencia pertenece al alelo

ME?2-B tanto para poblaciones locales como migratorias.
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La enzima PGM fue una de las que presentd el mayor numero de alelos por locus (Fig. 4.1),
aunque el alelo PGM-F sélo se encuentra en la poblacion de Chincua y el PGM-E en la
poblacion de Chincua y Rosario, de tal manera que estos dos alelos estan ausentes en la

poblacién local de mariposas.

Para la poblacién de Guerrero se encuentra presente el alelo IDH1-D y para la poblacién de
Morelos el IDH2-D y ausentes en todas las demas poblaciones, por lo que la prueba exacta
para diferenciacion de las poblaciones establece diferencias significativas ya que es un alelo
presente s6lo en una poblacion (p< 0.01). Las poblaciones migratorias y la local Michoacan
tiene una frecuencia de entre el 70 y 80% para el alelo IDH2-B, mientras que para Guerrero

y Morelos tienen ambos una frecuencia del 58% para este alelo.

A excepcion del alelo GPI-F e IDHI-D, todas las poblaciones comparten similares

frecuencias en cada uno de los alelos analizados (p>0.05).
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Figura 4.1 Zimograma de las enzimas estudiadas. La enzima GPI presentd 6 loci, se muestran los
genotipos mas representativos, MPI, G3PDH y ME con tres loci , ésta iltima con 2 isoenzimas, el fenograma
es el mismo para las 2 isoenzimas. PGM con 6 loci e IDH con 4, esta enzima también con 2 isoenzimas y
zimogramas smilares.

Figura 4.2. Fotografia digital de la enzima PGM. En este gel se puede observar el patron de bandeo
para la enzima PGM con 6 loci. aunque aqui no se observan los alelos E y F
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Medidas de variabilidad genética

Se detectaron altos niveles de variabilidad genética en ambas poblaciones de mariposa
monarca (polimorfismo, heterocigosis y nimero promedio de alelos por locus) (Tabla 4.1).
La heterocigosis observada fue menor que la heterocigosis esperada para ambas poblaciones
(Promedio Ho= 0.2395, H;=0.333). Se detectaron diferencias significativas entre los valores

de Ho y Hrpara las poblaciones bajo estudio ()_/2 =26.57, g.l= 5, p<0.001).

Tabla 4.1. Medidas de variabilidad genética. Se muestran las medidas de variabilidad genética para
las poblaciones migratorias y locales colectadas durante 1999: N= tamafio de la poblacién, n= niumero
promedio de individuos por locus, A= numero promedio de alelos por locus, %P= porcentaje de loci
polimorficos, Hy= Heterocigosis esperada bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg, Ho= Heterocigosis observada
a partir del conteo directo. * Poblacion migratoria. ** poblacion local de mariposas monarcas en México.

Poblacion N n A %P Hr H,
Chincua * 49 44.25 3 87.5 0.3231 0.2225
Cerro Pelon * 55 51.62 3.12 100 0.3331 0.2291
Rosario * 35 31.75 3.25 100 0.3141 0.1912
PROMEDIO 46.3 42.54 3.12 95.83 0.3234 0.2142
Guerrero ** 26 22 2.5 87.5 0.3739 0.3265
Michoacan ** 32 28.87 2.75 87.5 0.3214 0.2408
Morelos ** 19 13.62 2.25 87.5 0.3337 0.2273
PROMEDIO 25.6 21.49 2.5 87.5 0.343 0.2648

La heterocigosis observada en las poblaciones migratorias tom¢é valores de entre 0.19 y 0.22,
siendo Rosario la poblacién migratoria con la menor heterocigosis, mientras que entre las
poblaciones locales la heterocigosis esperada menor correspondid a Morelos con 0.22. Las
poblaciones locales tuvieron mayor heterocigosis que las migratorias (Tabla 4.2, ){2 = ]4.

616, g.1= 6, p <0.001).
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Tabla 4.2 heterocigosis en las poblaciones. Se muestran los valores
observados y esperado de heterocigosis bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg
para las poblaciones locales y migratorias.

Poblaciones Hr (Hdy Whg) Ho (Conteo directo)
Locales 0.343 0.264866
Migratorias 0.3234 0.214266

4.2 Estructura Genética

Coeficiente de endogamia (F)

En la Tabla 4.3 se muestran los valores del indice de fijacién F o coeficiente de endogamia
para las poblaciones migratorias y las poblaciones locales mexicanas. Para las dos
poblaciones los valores son positivos indicando una deficiencia de heterocigotos, aunque
algunas enzimas tales como MDH y GPI indican un fuerte componente de heterocigostos,

las enzimas G3PDH e IDH muestran lo contrario.

Tabla 4.3 Coeficiente de endogamia. Endogamia
Para las poblaciones locales y migratorias de mariposa
monarca, los valores positivos indican deficiencia
de heterocigotos

Poblacion F
Migratorias 0.3376
Locales 0.2154

Estadisticos F de Wright

Se obtuvieron los valores de los estadisticos F, 6, y f como estimadores no sesgados de Fir,
Fsry Fis para las poblaciones migratorias y locales de mariposas para cada uno de los loci
analizados. Para las enzimas G3PDH, IDH1 e¢ IDH2 se obtuvieron valores de Fjs por
encima de 0.6 indicando un exceso considerable de homocigotos. Sin embargo, el promedio
para este estadistico disminuye hasta 0.29 debido a frecuencia alta de heterocigotos para
otras enzimas tales como PGM, GPI y MDH. Es por ellos que F;r, que estima el grado de
endogamia total en una poblacién, muestra un cierto nivel de ésta para las poblaciones de
mariposa monarca (F;r promedio= 0.29), por lo que es probable que las mariposas se estén

apareando entre parientes. Fsr es un estimador que indica el grado de diferenciacion entre
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las poblaciones, en este estudio se encontrd que las poblaciones no estan diferenciadas
genéticamente ya que tan solo el 0.2% de la variacion se debe al componente entre

poblaciones (tabla 4.4 ).

Tabla 4.4. Estadisticos F de Wright para ambas poblaciones de monarcas. Las estimaciones de los
estadisticos F de Wrigth para las poblaciones migratorias y locales de mariposas monarca se expresan como
Fr, Fsry Fis, aunque fueron calculados de manera no sesgada como los estadisticos F, 8y f de Cockerham
(1984) respectivamente en el programa TFPGA. p< 0.01*, p<0.0001**, sin * No significativo. Los intervalos
de confianza (al 95%) fueron calculados usando el método de remuestreo “Bootstraping” sobre todos los loci.

Locus F=F 0= Fsr f=Fjs
GPI 0.1423 0.0131 0.1308
MPI 0.2165** -0.076* 0.2224**
G3PDH 0.7478** 0.0064** 0.7462%*
ME -0.1657* 0.0013 -0.1672*
ME 2 0.0287 0.0008 0.028
PGM 0.2429** -0.0085* 0.2493**
IDH 1 0.6544** 0.0089** 0.6512%*
IDH 2 0.7653** 0.0133** 0.7622**
promedio 0.2963 0.002 0.2947
Error estandar 0.1147 0.0046 0.1136
Intervalo 0.08590-.5256 0.0044-0.0106 0.0854-0.5223

Los estadisticos F de Wright también fueron obtenidos para cada una de las poblaciones, la
tabla (4.5) muestra los estadisticos para la poblacién migratoria. El valor de F;r promedio
indica un cierto grado de endogamia entre las subpoblaciones migratorias y el Fs indica un
exceso de homocigotos especialmente para la enzima IDH, mientras que el valor negativo
obtenido para Fsr nos indica que no hay diferenciaciéon genética entre las mariposas

provenientes de diferentes colonias de hibernacion en México (Tabla 4.5)
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Tabla 4.5 Estadisticos F para las poblaciones migratorias. Las estimaciones de los estadisticos F
de Wrigth para las poblaciones migratorias de mariposas monarca se expresan como Fyr, Fsry Fjs. aunque
fueron calculados de manera no sesgada como los estadisticos F, 8y fde Cockerham (1984) respectivamente
en el programa TFPGA. p< 0.01*, p<0.0001**, sin * No significativo. Los intervalos de confianza (al 95%)
fueron calculados usando el método de remuestreo “Bootstraping” sobre todos los loci.

Locus F=Fy 0= Fsr f=Fs
GP1 0.129* 0.044 0.1251*
MPI 0.2416** -0.0158 0.2534*x
G3PDH 0.7468** 0.00769 0.7448**
ME -0.0931 -0.0066 -0.086
ME 2 0.0327 -0.0001 - 0.337**
PGM 0.2527%* - 0.0085 0.2540%*
IDH 1 0.8046** 0.0005 0.8045%*
IDH 2 0.8338** -0.0156 0.8354**
promedio 0.3246 -0.0045 0.3278
Error estandar 0.1168 0.003 0.1170
Intervalo 0.1271-0.5218 0.0104- 0.0004  0.1341-0.5893

Entre las poblaciones locales Fs indica un exceso de homocigotos (Tabla 4.6) aunque para
IDH1 disminuye la homocigosidad en comparacién con la detectada para las migratorias.
Las poblaciones locales también muestran un valor importante de endogamia segun el
estimado por Fjr, aunque en menor medida que lo registrado para las poblaciones
migratorias. Los valores de Fsr muestran que las poblaciones locales no estan diferenciadas
a pesar de que las poblaciones se encuentran separadas hasta por 280 km (ver tabla de

distancia genética/geografica).
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Tabla 4.6 Estadisticos F para las poblaciones locales. Las estimaciones de los estadisticos F de
Wright para las poblaciones locales de mariposas monarca se expresan como Fjr, Fsry Fjs, aunque fueron
calculados de manera no sesgada como los estadisticos F, 8y f de Cockerham (1984) respectivamente en el
programa TFPGA. p< 0.01%*, p<0.0001**, sin * No significativo. Los intervalos de confianza (al 95%) fueron
calculados usando el método de remuestreo “Bootstraping” sobre todos los loci.

Locus F=Fpr 0= Fsr f=Fs
GPI 0.1410 0.0005 0.1405**
MPI 0.1725* 0.0206 0.1550*
G3PDH e " S e
ME -0.2952** 0.0054 -0.3023
ME 2 0.338** -0.0228 -0.0107
PGM 0.2284** -0.0143 0.2393**
IDH 1 0.3962** 0.0458* 0.3672**
IDH 2 0.6487** -0.0126 0.6531**
promedio 0.2353 0.0021 0.2339
Error estandar 0.1183 0.0087 0.1203
Intervalo 0.0027-0.4434 0.0103-0.0197 0.005-0.448

La tabla 4.7 muestra los estimadores de los estadisticos F para ambas poblaciones

poco diferenciacién, inclusive valor negativo de Fsr para las poblaciones migratorias.

Tabla 4.7. Estadisticos F promedio para ambas poblaciones sobre todos los loci. . Las
estimaciones de los estadisticos F de Wrigth para las poblaciones locales y migratorias de mariposas monarca
se expresan como Fr, Fsry Fis, aunque fueron calculados de manera no sesgada como los estadisticos F, 8y f
de Cockerham (1984) respectivamente en el programa TFPGA. p< 0.01*, p<0.0001**, sin * No significativo.
Los intervalos de confianza (al 95%) fueron calculados usando el método de remuestreo “Bootstraping™ sobre
todos los loci.

Poblacion F=F;  0=Fg f=Fis
Locales 0.2305 0.0029 0.2283
Migratorias _ 0.329 -0.0046 0.3320
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4.3 Identidades y distancias Genéticas (Nei 1978)

Las identidades genéticas obtenidas por el método de Nei (1978) muestran que las
poblaciones migratorias y locales son muy parecidas (Tabla 4.8), las poblaciones migratorias
tienen una similitud genética hasta del 99 % , a ésta identidad se le une la poblacién local de
Michoacan, la identidad disminuye ligeramente entre las poblaciones locales. Guerrero y
Morelos se parecen en un 97 % a la poblacién migratoria de Rosario que es la identidad mas

“baja” entre grupos de poblaciones.

Tabla 4.8. Identidades genéticas. Se muestra la identidad entre los grupos de poblaciones de
monarcas migratorias (*) y locales (**), asi como la distancia geografica (km) (en la parte superior) entre cada
par de poblaciones.

Poblacion Chincua Pelon Rosario Guerrero Michoacan Morelos
Chincua et 33.75 10.3 280 35 170
Pelon 0.9945 b hics 22.5 271.5 28.25 160.5
Rosario 0.9951 0.9943 XK 276.3 26.75 162.3
Guerrero 0.9829 0.9856 0.9761 Lbi 250.6 172.2
Michoacan 0.9883 0.9916 0.9849 0.9812 EHEN 205.5
Morelos 0.9828 0.9829 0.9773 0.9834 0.9842 s

El fenograma de las distancias genéticas (UPGMA Fig. 4.3) indica que las poblaciones no
se encuentran diferenciadas genéticamente, sin embargo, permitié formar dos grupos, el
primero comprendido por las poblaciones migratorias y la poblacién local de Michoacén,
poblacidn cercana a los sitios de hibernacion, y el segundo por las poblaciones locales de
Guerrero y Morelos. La poblacién migratoria de cerro Pelon tiende separarse de las otras dos
poblaciones migratorias (poblacién migratoria mas alejada de lo que comprendio el area de
hibernacién para este estudio) sin embargo la similitud que hay entre ellas es muy alta (I >
0.99, Tabla 4.8), al igual que Michoacan en comparacion con las otras dos poblaciones
locales (I > 0.98, tabla 4.8).
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Figura 4.3 fenograma de distancia genética de las poblaciones de Danaus plexippus. Se formaron
dos grupos, el comprendido por las poblaciones migratorias (Chincua, Rosario y Cerro Pelén) y la poblacion
local Michoacan y el segundo formado por las poblaciones residentes de Guerrero y Morelos.

4.4. Relaciones filogenéticas entre las poblaciones

El arbol filogenético construido con la presencia de alelos exclusivos muestra dos ramas
principales,una de las cuales se separa la poblacion migratoria de Sierra Chincua del resto de
las poblaciones migratorias y locales. La rama secundaria separa a las dos poblaciones
migratorias y nuevamente a la poblacién local michoacana de las poblaciones locales de

Guerrero y Morelos (Fig. 4.4).
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Figura 4.4 Arbol filogenético de las poblaciones de monarcas. Se muestra el arbol mas parsimonioso
obtenido mediante el progara PAUP para las 6 poblaciones de monarcas con alelos exclusivos de 8 enzimas, el
analisis detectd la longitud del drbol = 18, IC= 0.778, CR= 0.432, /H= 0.22, mostrando la homologia de los
alelos.

4.5 Flujo genético
El estimado de Nm (corregido por Crow y Aoki 1984) fue de Nm= 9.68 y por lo tanto

sugiere un alto flujo genético entre las poblaciones migratorias y locales que esta
restringiendo los efectos de la deriva genética (Slatkin 1994) y que es posible que ambas

poblaciones se comporte como una poblacién panmictica.
Debido a que las poblaciones presentaron alelos privados (migratorias: G3PDH alelo C,

ME?2 alelo A y PGM alelo F; locales GPI alelo F, IDH1 alelo D, IDH2 alelo D donde p(1)=
0.0616) se pudo estimar Nm mediante el método de alelos privados (Slatkin 1985), el cual
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correspondi6é a Nm = 1.98 indicando nuevamente la existencia de alto flujo genético entre las

poblaciones.

También se estimé Nm para pares de poblaciones (M) para determinar si habia aislamiento
por distancia, suponiendo flujo genético de una poblacién con las poblaciones cercanas. La
estimacion de 1@ se obtuvo al obtener Fgr para pares de poblaciones usando & como un
estimador no sesgado (Weir y Cockerham 1984). Las poblaciones de monarcas no siguen un
patrén de aislamiento por distancia (Fig. 4.5) y el flujo genetico es la fuerza evolutiva que

evita que las poblaciones se diferencien.
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Figura 4.5. Flujo genético y distancia geogrifica. Se muestran las estimaciones de M usando 8
(Weir y Cockerham 1984) como el estmador de FST, no hay relacion de la distancia y el mimero de individuos
migrantes por generacion por lo que no se detecta un patrdn de aislamiento por distancia b= 0.188).
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V. Discusion

5.1 La Poblacion Norteamericana de Danaus plexippus

Las técnicas de marcaje y recaptura disefiada por la Universidad de Kansas
(http:://www.monarchwatch.com.edu) han permitido conocer la procedencia de muy pocas
mariposas migrantes y son obsoletas para considerarlas en estudios sobre el estado
pancmictico o metapoblacional. Wassenaar y Hobson (1998) consideran -que una manera
para conocer si la poblacion hibernante esta compuesta de monarcas provenientes de
diferentes regiones es a través de isdtopos estables. Las evidencias de isdtopos indican que

las colonias estan mezcladas y demuestran la existencia de un modelo panmictico.

Las técnicas moleculares son mas utiles para entender la composicion de las poblaciones ya
que con ellas se conocen los efectos de la dispersion o migracién y el flujo genético entre los

demes.

Las monarcas se encuentran distribuidas en diversas subpoblaciones en Norteamérica, estas
podrian intercambiar genes una con otra a través de la dispersion local (Panell y
Charlesworth 2000). Por el momento, no estd muy claro si algunas actian como
exportadoras netas de migrantes y otras que permanecen en el cuello de botella cuya

permanencia depende de la migracién de individuos de la fuente (Gaggiotti y Smouse 1996).

De acuerdo a los escenarios propuestos por Esler (2000, ver Introduccién) para aves
migratorias, la poblacién norteamericana de monarcas se asemeja mas a aquel donde las
areas de reproduccién son geograficamente independientes y durante la hibernacion la

poblacién se comporta como panmictica.
La poblacién hibernante fue considerada como panmictica con base en los valores de Fsr

(tabla 4.4) e identidad genética (tabla 4.8). El estimador establece que las colonias de

hibernacién no se diferencian genéticamente, y la identidad genética es superior al 99%.
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La estructura poblacional de las monarcas es un elemento basico para proponer que las
poblaciones de monarcas en las areas de reproduccidn actian como unidades
independientes, a diferencia de lo propuesto por los isétopos (Wassenaar y Hobson 1998)
donde se generaliza que las polaciones reproductivas o migrantes son panmicticas. Los
valores de Fs indican un exceso de homocigotos y Fyr un cierto grado de endogamia (tabla
4.8). Esto podria indicar que en Norteamérica las poblaciones se concentran en unidades

pequedas lo cual ocasiona un incremento de la endogamia relativo a poblaciones grandes.

La variabilidad detectada en la poblacién migratoria es otro indicador de la independencia
poblacional en las areas de reproduccién. El porcentaje de loci polimérficos fue del 100%
para dos de las poblaciones hibernantes. La presencia de alelos exclusivos como el G3PDH-
B (colonia de hibernacién Chincua) y el G3PDH-C (Cerro Pelén) son ejemplos de esta

variabilidad a pesar de estos se presentaron en su forma homocigota.

De esta forma podemos decir que la poblacion norteamericana durante el verano se
comporta como una metapoblacién donde la dispersién es limitada y durante la hibernacién
parece mas la correspondiente a una poblacién panmictica debido a que la estructura
genética se homogeniza al concentrase millones de individuos en un area de menos de 5

hectareas por sitio de hibernacion.

Las reunién de las subpoblaciones en las areas de hibernacion también afectan la estructura
genética de la poblacion en el verano. Las mariposas se reproducen a finales de marzo en
estos lugares, y las tasas de dispersion entre colonias se vuelven notablemente altas.
Mientras que en el verano, en las areas de reproduccion las subpoblaciones tiene un flujo

genético limitado.

La poblaciéon emigrante dard origen a la primera generacién con una carga genética
procedente de la diferenciacion de las poblaciones parentales del verano. Esto podria tener
efectos importantes sobre la adecuacion de la primera generacion y las futuras generaciones
que repoblaran las tierras Nortefias. Entre ellos incrementar la adecuacién o reducir los

niveles de diversidad de la especie ( Pannell y Charlesworth 2000).
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La propuesta generada en este estudio coincide con los argumentos presentados por Eanes y
Kohen (1978). La estructura genética de las monarcas cambia dependiendo del
comportamiento: sedentario o migratorio. Las subpoblaciones del verano se encuentran
genéticamente diferenciadas, dicha diferenciacion se mezclaba en la migracion del otofio,

removiendo la diferenciacion local.

El aislamiento tiene consecuencias genéticas y demograficas que pueden ser de interés para
la biologia de la conservacion (Ellstrand 1992, Ellstrand y Elam 1993). Por lo que resultaria
interesante determinar los efectos de la endogamia sobre la adecuaciéon asi como la
importancia de la conservacion de la poblacion norteamericana (Milligan er al. 1994). El
tamario efectivo de la poblacion indicaria la tasa a la cual la deriva genética opera como para

alterar la composicion genética de éstas poblaciones (Wrigth 1931).

Hay muchos procesos que pueden afectar los patrones de variacion genética neutral en una
poblacién, si esta estructurada o no. Ellos incluyen a la mutacién, la deriva genética dentro

de los demes y la migracion entre los demes (Wrigth 1951, Milligan ef al. 1994).

De tal forma que la adaptacion futura depende de la variabilidad genética. Si en estas
unidades surgen nuevos variantes puede ser que no tengan consecuencias adaptativas locales
inmediatas debido a que la poblacién al migrar a México homogeniza su variabilidad al

reunirse en las areas de hibernacion.

5.2. Poblaciones locales en México y su relacion con las monarcas migratorias

Alonso-Mejia et al. (1997) propusimos que el grado de conservaciéon de los bosques afecta
la sobrevivencia de las monarcas en las areas de hibernacién. Debido a que estos bosques
tienen una estructura heterogénea, las mariposas que hibernan en condiciones adversas estan
expuestas en mayor grado a depredadores o a la pérdida de sus reservas energéticas (Alonso-

Mejia et al. 1998).

Las consecuencias de la fragmentacién de los habitats sobre la diversidad genética de las

poblaciones es sin duda uno de los tépicos més importantes en la Biologia de la
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Conservacion (Foré e al. 1992, Avise 1994, Van Dongen et al. 1994). En este estudio el
interés se centrd en las consecuencias de la fragmentacion de los hébitats de hibernacion.
Donde, tal vez no se manifiesten los efectos potenciales de la deriva genética pero si

cambios en el flujo genético (Gibss 1998).

La génesis de la segregacion de habitat a una escala regional es durante la primavera cuando
las mariposas que hibernaron en México vuelven al norte. Los individuos con baja “calidad”
(e.g. bajo contenido de lipidos) migran a habitats mas préximos que las tierras surefias de

EUA, para depositar sus huevecillos.

El estimador Fsrindica el grado de diferenciacion entre las poblaciones, estadisticamente las
desviaciones significativas de cero de Fgr indican la divergencia genética de los demes a
través de la deriva, o a través de la seleccion cuando diferentes alelos son favorecidos en

diferentes demes o ligados a otros loci que estan bajo seleccién local (Hartl y Clark 1989).

La evidencia genética muestra que las poblaciones locales mexicanas de monarcas estan
formadas por descendiente de las poblaciones migratorias. Los valores de Fisr obtenidos para
los diferentes loci indican que las poblaciones migratorias y locales no se encuentran
diferenciadas, y solo el 2% se debe a variacion propia de las poblaciones, a excepcion de

GPI y ME que no difieren significativamente de cero.

Sin embargo, Ward er al. (1983) en su estudio con la mariposa Colias sp. argumentd que
GPI no es un marcador neutral por que hay una selecciéon sobredominante para este loci
derivada de apareamientos exitosos de los heterocigotos que son capaces de mantener el
vuelo en un amplio rango de temperaturas a diferencia de los homocigotos, esto podria
reducir la deficiencia de heterocigotos en GPI relativo a otros marcadores neutrales en una

poblacién parcialmente subdividida.

Hay una tendencia para bajos niveles de 6 (por lo tanto gran nimero de migrantes) entre

pares de muestras locales y migratorios (Fig. 4.5), consistente con baja diferenciacién
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genética. El nimero estimado de migrantes entre migratorias y locales es alto (Nm > 9), por

lo que no se ajusta al modelo de aislamiento por distancia (Slatkin 1987)

Storfer (1999) propone que la fragmentacién del habitat restringe el flujo genético sin
embargo, para el caso de las monarcas la fragmentacion de los sitios de hibernacién parecen
aumentar el flujo genético incrementando la homogeneidad genética entre las

subpoblaciones locales.

En un estudio sobre la estructura genética de la salamandra Plethodon cinereus (Gibss 1998)
en poblaciones continuas y fragmentadas se encontr6 que no se alteraron los niveles de
diversidad dentro de las poblaciones, pero si se elevaron los niveles de divergencia genética
entre las subpoblaciones de bosque fragmentado, la explicacion que €l expone para ello es
que hay colonizacién de salamandras en fragmentos regenerados y esta colonizacién
proviene de diferentes fuentes de subpoblaciones magnificando las diferencias existentes

entre las subpoblaciones.

En las poblaciones locales, el flujo genético no aumenta la diversidad genética entre las
poblaciones locales ya que ésta proviene de una sola fuente (poblacién hibernante) que

homogeniza su estructura genética al finalizar el periodo de hibernacién.

El fenograma obtenido con base en las distancia genéticas establece un alto grado de
similitud entre las poblaciones locales y migratorias de mariposas monarcas (Fig. 4.3). No
hay diferenciaciéon entre poblaciones geograficamente cercanas (de entre 10 a 35 km) ni

entre las poblaciones del sitio de hibernacién a las locales (entre 160 a 280 km).

Los valores iguales a cero en el fenograma indican que las frecuencias alélicas entre las
subpoblaciones son idénticas. Sin embargo, el analisis puedo detectar ciertas diferencias
alélicas capaces de agrupar a las poblaciones locales como un conjunto y a las migratorias
como otro. Sin embrago los valores oscilan entre 0.02 y 0.001 es decir que la frecuencias

alélicas son parecidas.
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La poblacion local de Michoacan esta conectada por una rama (Fig. 4.3) a las poblaciones
migratorias y separada de las locales Guerrero y Morelos. Esta localidad es la més cercana a
los sitios de hibernacién (35 km aprox.) y donde potencialmente se encuentran las plantas
hospederas (especialmente A. curassavica y A. glauscenses) para las larvas de las monarcas.
Si hay mariposas que ponen en disyuntiva la sobrevivencia y la reproduccion, entonces este
seria uno de los sitios mas cercanos donde podrian ovipositar. Asi como también para
explicar por que ésta poblacién se encuentra agrupada junto con las migratorias, tanto por

las distancias genéticas (Fig. 4.3) como por el método de alelos exclusivos (Fig. 4.4).

5.3Espectro fuente-sink (sumidero)

La fragmentacion de los sitios de hibernacién podrian llevar a establecer la poblacion
norteamericana como una poblacion fuente a partir de la cual emigran individuos para
formar poblaciones sink (Pulliam 1988). Basicamente por el influjo continuo de genes a las

poblaciones locales.

De acuerdo a la dinamica demografica, las muertes de los individuos que forman a las
poblaciones locales, exceden al nimero de nacimientos. Bajo este supuesto las poblaciones
podrian ser consideradas como un sink, sin embargo, la mortalidad fue estimada hasta en un
90% para la poblacién de Morelos. En esta situacion las poblaciones no se comportan como
sink de acuerdo a la teoria de Pulliam (1988). Permanecen en un cuello de botella mientras
no haya colonias de hibernaciéon de las cuales provengan los migrantes. Al ingresar nuevos
individuos de la poblacién hibernante, la poblacién podria asemejarse a una sink, la

migracion previene la extincidn local (Kawecki 1995).

Las poblaciones locales no se establecen por la heterogeneidad en los sitios de reproduccion
en Norteamérica sino por la heterogeneidad en las areas de hibernacién. No contribuyen a
aumentar el tamafio de la poblacién nortemericana. Tampoco previenen la extincion de la
poblaciéon fuente tal y como se propone en los modelos del espectro fuente-sink (Goodman
1987), finalmente es posible que no se mantenga sobre la capacidad de carga local (Holt
1985).
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De acuerdo a la hipétesis fuente-sink otras predicciones que pueden ser probadas es la
referente a la diversidad alélica, ésta puede ser mas alta en la poblacién sink que en la
fuente debido a la emigracion de individuos provenientes de fuentes distintas y diferenciadas

(Gaggiotti y Smouse 1996).

En este estudio se encontraron alelos exclusivos para las poblaciones locales (GPI-F en
Michoacan, IDH2-D en Morelos), sin embargo la hipétesis de diversidad alélica supone que

las dos poblaciones tengan el mismo tamaiio (Gaggiotti y Smouse 1996).

Considerando a la poblacién migratoria como la fuente ésta seria mas grande, sin embargo,
desconocemos la demografia durante el verano en las areas de reproduccién. En México se
encontraron pocas poblaciones (relativo a la abundancia de poblaciones de Asclepias

curassavica distribuidas en México, ver capitulo II Obs. Pers.).

Los estimados de Fs para las enzimas IDH y G3PDH (tabla ) indican un cierto grado de
endogamia que sugieren que que las poblaciones en México son pequefias. Aunque se ha
considerado que en una poblacion sink, hay de manera general, una deficiencia de
heterocigotos ya que una poblacién de este tipo estd sujeta a cambios temporales en su
tamafno (Chakraborty y Nei 1977, Motro y Thomson 1982, Maruyama y Fuerst 1985,
Gaggiotti y Smouse. 1996).

Los habitats sink también han sido considerados como de menor calidad respecto a la fuente
(Pulliam 1988), esta situacion puede llevar a diferencias en la adecuacion y el éxito
reproductivo de los organismos (Kawecki 1995). En los habitats locales las plantas
hospederas se distribuyen principalmente en zonas tropicales humedas, casi siempre tienen
hojas, a diferencia de las plantas en Norteamérica , las cuéles pierden sus partes aéreas en el
invierno. Por lo que la disponibilidad de plantas es practicamente durante todo el afio. Esto
podria parecer un habitat de mejor calidad, pero no es un nicho fundamental ya que las
poblaciones locales persiten unicamente con la migracion de individuos hibernantes. Para

ser consideradas un habitat suboptimo dentro el nicho, o un sink, las poblaciones deben ser
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mantenidas sobre la capacidad de carga local (Holt 1985). Sin embargo, como se mencion6

anteriormente, la mortalidad declina a las poblaciones casi al limite de la extincion.

Si la poblacion sink persiste por mucho tiempo, gran parte de la variabilidad genética puede
ser mantenida dentro de ella, v puede ocurrir alguna diferenciacion genética entre la fuente y
la sink, s6lo si la migracion es rara (Gaggiotti y Smouse 1996). Si una sink permanece por
un corto periodo de tiempo, su constitucion genética puede ser parecida a la de la poblacién
fuente de la cual derivd, debido a que hay poco tiempo para la acumulaciéon de nuevas

variantes a pesar de la tasa de migracion.

Por lo que de ser consideradas las poblaciones locales como sink de la poblacién migratoria,
estas se han establecido recientemente, de acuerdo a que no hay diferencias genéticas entre
ellas, y su contribucién a la poblacién migrante es practicamente nula (aumento del tamafio

poblacional de la especie, prevencion de la extincion etc. Pulliam 1988, Lande 1993).

Las interacciones de las condiciones medioambientales con las adaptaciones de los
organismos establecen también a una poblacién sink (Kawecki 1995), sin embargo hay
ciertos aspectos que indican que las poblaciones locales parecen no estar adaptadas como se

describira mas adelante.

5.4 Prevencion de la adaptacion local

¢ Bajo que condiciones una poblacién puede desarrollar nuevas adaptaciones a un nuevo
habitat?. La respuestasa esta pregunta dependen de la genética y la fisiologia (cuanta de la
variacion genética esta presente, que fenotipo se puede expresar en diferentes habitats, y
cudles son los costos de la nueva adaptacién) asi como de la ecologia y la demografia, la
cual determina la sensibilidad de toda la adecuacién al desempefio en hébitats particulares y

por lo tanto la direccidn y fuerza de la presion de seleccion (Kaweki 1995).
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La estructura genética de las poblaciones locales de monarcas en México es una herramienta
para saber si las poblaciones se han adaptado a condiciones diferentes de las que se

presentan en Norteamérica.

El estimado de Nm (Crow y Aoki 1984) de 9.68 monarcas por generacion que migran de los
sitios de hibernacién a las poblaciones locales, muestra un flujo genético alto. Este sugiere
que las poblaciones locales no han tenido la oportunidad de evolucionar como unidades
independientes ya que cada temporada de hibernacion ingresa una proporcién importante de
individuos. Tampoco hay diferenciacion entre las poblaciones locales (tabla 4.6), por lo que
de haber intercambio intrapoblacional, no se expresa ningun tipo de divergencia genética
entre las poblaciones.

Al establecerse un alto flujo genético se mezclan genes que posiblemente estan adaptados a
condiciones locales diferentes (Templeton 1986). Los migrantes estan adaptados a la
condiciones de las grandes praderas de Norteamérica y no a la de zonas céalido-humedas que

prevalecen en los sitios donde se encuentras las asclepias.

El flujo genético esta restringiendo la adaptacion local (Stearns y Sage 1980, Slatkin 1987,
Storfer y Sih 1998, Storfer 1999). Por que aparece como una fuerza homogenizadora mas

que aquella que eleve la variabilidad genética.

Esto consecuentemente decrece la adecuacidn de las poblaciones locales. En las tres
poblaciones locales se observé una alta mortalidad, baja sobrevivencia de los juveniles y
pocos individuos por planta hospedera (densidad). Las presiones de seleccion en las
localidades mexicanas se concentran en: a) disponibilidad de recursos para las larvas, b)

calidad y variedad de las plantas hospederas y c) depredacién (parasitoidismo).
Con base en los argumentos anteriores se sugiere que no hay un balance entre las presiones

de seleccion local y el alto flujo genético por lo que se erosiona la respuesta evolutiva que

podrian tener dichas poblaciones en México ( Edmunds y Alstad 1978, Slatkin 1985).
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5.5. Consideraciones Finales

Las fluctuaciones anuales del tamafio de la poblacién en los habitats locales pueden ser
enmascaradas por la migracion (durante la temporada de hibernacién), asi como por la
calidad del habitat, (disponibilidad de alimento, depredadores etc). Sin embargo, es
necesario hacer estudios demograficos precisos para detectar si las poblaciones muestran un
reclutamiento significativo y un efectivo tamafio poblacional para que puedan ser
consideradas en algiin punto del continuo fuente-sink. Por el momento es preciso suponer
que las poblaciones locales no estan contribuyendo demograficamente a las poblaciones
nortemericanas.

Los patrones de establecimiento daran un acercamiento a la calidad de los habitats y a saber
si estos tienen una contribucién importante para las poblaciones norteamericanas, sin
embargo, el bajo tamafio poblacional, la distribucion restringida al eje neovolcanico. Y la
alta mortalidad, indican que las poblaciones locales en México se forman por el
establecimiento de individuos migratorios afectados por las perturbaciones de sus sitios de

hibernacion.

Los analisis demograficos pueden ayudar a determinar la variabilidad en el tamafio de la
poblacion y por ende distinguir poblaciones viables de no viables (Howe et al. 1991). Es por
ello que se sugiere que las poblaciones locales sean analizadas demogréaficamente para tratar
de entender si son importantes para la conservacion del fendmeno migratorio, y si hay altas
tasas de dispersion hacia la poblacion fuente como para contribuir al tamafio de la poblacién

fuente asi como de su acervo genético.

Cualquier pequefia perturbacion en el balance entre mortalidad y reclutamiento incrementa
de gran manera el riesgo de extincion de las poblaciones norteamericanas de monarcas, las
poblaciones locales no son los habitats que puedan soportar poblaciones viables.
Ciertamente la destruccién sistematica del habitat es el principal factor que dirige la
declinacion de muchas especies en peligro , al restringir el tamafio de la poblacién por una
reduccion en la capacidad de carga, y un incremento en la fragmentacion. Si algunas

poblaciones llegan a ser demasiado pequefias, los efectos de la estocasticidad demografica,
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genética u ambiental se incrementan severamente (Gilpin y Soulé 1986). Un cambio
drastico en la poblacion podria desestabilizar toda la estructura metapoblacional de las
monarcas en Norteamérica principalmente si se reduce el suplemento de individuos

remigrantes.
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Apéndice 1. Localidades para Danaus plexippus L. en México. Obtenidas de las siguientes referencias: CNIN (Coleccion
Nacional de Insectos, Instituto de Biologia, UNAM), EMP (Observaciones directas, Eneida Montesinos Patifio). LIBRO (Luis-Martinez A.,
Llorente-Bousquets J. y Vargas-Fernandez 1. 2003. Nymphalidae de México I; Danainae, Apaturinae, Biblidinae e Itelconiinae: Distribucion
Geografica e Ilustracion. CONABIO-UNAM 170 pp.). Se especifican las localidades que corresponden a sitios de hibernacion de mariposas
migratorias como (MIGRATORIAS)

REFERENCIA - ESTADO LOCALIDAD
CNIN Aguascalientes Norias del Ojo Caliente
libro Aguascalientes Maravillas
libro Aguascalientes Aguascalientes
libro Baja California La Mision
libro Baja California Rio San Miguel, W de la Mision
libro Baja California Sierra de Juarez
libro Baja California Laguna Hanson, Sierra de Juarez
libro Baja California Ojos Negros, 9 mi E, Sierra de Juarez
libro Baja California Parque Nacional, Sierra de Juarez
libro Baja California Valle de las Palmas
libro Baja California Sur = San Miguel Comondu
libro Baja California Sur ~ Todos Santos, 9 mi S, Hwy 17
CNIN Colima Colima
EMP Colima Colima
libro Colima Buenavista, Gro.
libro Colima Ciudad de Colima
CNIN Chiapas San Isidro
CNIN Chiapas El Zapotal, Tuxtla Gutiérrez
CNIN Chiapas Pichucalco
CNIN Chiapas El Chorreadero
CNIN Chiapas Hacienda Santa Inés, km 35 Comitan
CNIN Chiapas La Cienega, Comitan
EMP Chiapas Sierra Morena
EMP Chiapas Caseta de cobro Chiapa de Corzo




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD
EMP Chiapas Nueva Esperanza
libro Chiapas Santa Rosa, Las Margaritas
libro Chiapas El Chorreadero, 15 km S Tuxtla Gutiérrez
libro Chiapas Tapachula
libro Chiapas Boca de Chajul, Ocosingo
libro Chiapas Camino del Paval al Triunfo
libro Chiapas Toquian, Tacana
libro Chiapas Rio Mala, Unién Juarez
libro Chiapas Selva Lacandona, Soconusco
libro Chiapas Chajul
libro Chiapas Unién Juarez
libro Chiapas San Antonio Buenavista (Sta Rosa), Independencia
libro Chihuahua Rio Piedras Verdes, W de Chihuahua
CNIN Distrito Federal Distrito Federal
CNIN Distrito Federal Ciudad Universitaria
EMP Distrito Federal CEA Santa Catarina, eje 10 sur
EMP Distrito Federal Jardin Botanico, Circuito Exterior, UNAM
EMP Distrito Federal Ciceana-Viveros
EMP Distrito Federal Parque Ejidal San Nicolas Totolapan, km 11.5 carretera Picacho-Ajusco
EMP Distrito Federal CEA Acuexcomatl, Av. Afio de Juarez 1900, Colonia Quirino Mendoza, San Luis Tlaxialtemalco
libro Distrito Federal Pedregal de San Angel
libro Distrito Federal Bosque de Tlalpan
libro Distrito Federal Segundo Dinamo, Anamiquiac
libro Distrito Federal Los Dinamos, Magdalena Contreras
libro Distrito Federal Ciudad de México
libro Distrito Federal Ciudad Universitaria
libro Distrito Federal Distrito Federal
libro Distrito Federal Primer Dinamo, Magdalena Contreras
CNIN Durango Tlahualillo
libro Durango Ciudad de Durango




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD
CNIN Estado de México San Nicolas
CNIN Estado de México Camino a las Grutas Tonatico
CNIN Estado de México Ciudad Adolfo Lopez Mateos
EMP Estado de México El Capulin (MIGRATORIAS)
EMP Estado de México En la entrada al poblado de Ixtapan de la Sal, a orilla de la carretera
EMP Estado de México Valle de Bravo
EMP Estado de México Colonia Balcones de Valle Dorado
EMP Estado de México Rio Frio
libro Estado de México Cascada de los diamantes, San Rafael
libro Estado de México Colorines
libro Estado de México Popocatépetl
libro Estado de México Camino al cerro de la cruz, Tonatico
libro Estado de México Carretera Ocuilan-Cuernavavaca, km 14
CNIN Guanajuato Celaya
CNIN Guanajuato Acambaro
CNIN Guerrero Iguala
CNIN Guerrero Acahuizotla
CNIN Guerrero Acapulco
CNIN Guerrero Mezcala
EMP Guerrero Parque Estatal Omiltemi
EMP Guerrero 25 km al SW de Xochipala, camino a Filo de caballo
EMP Guerrero Carretera Tixtla-Chilapa 2.3 km antes de Tixtla
EMP Guerrero 26 km al SW de Filo de Caballo camino a Puerto del Gallo
EMP Guerrero Puerto del Gallo
EMP Guerrero Carretera Tixtla-Chilpancingo
EMP Guerrero Chichihualco, 10 Km SW Filo de Caballo
EMP Guerrero Xochipala
EMP Guerrero Allixtac
EMP Guerrero Chilapa de Alvarez
EMP Guerrero Omiltemi




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD
EMP Guerrero 4 km al SO de Mirabal, 20 km al SO de Xochipala
EMP Guerrero Xochipala
EMP Guerrero Atlixtac, km 18 a 21 de la carretera Chichihualco-Chilpancingo
EMP Guerrero 12.5 km adelante de Chichihualco sobre la carretera a Chilpancingo-Filo de Caballo
EMP Guerrero Chichihualco
EMP Guerrero Tixtla, 10 km Ev
EMP Guerrero Guayameo
EMP Guerrero Amojileca
libro Guerrero Omiltemi, Cueva del Borrego
libro Guerrero El Faisanal, Atoyac de Alvarez
libro Guerrero Las Parotas, Atoyac de Alvarez
libro Guerrero Nueva Delhi, Atoyac de Alvarez
libro Guerrero Puente de los Lugardo, Atoyac de Alvarez
libro Guerrero Ojo de Agua
libro Guerrero Taxco de Alarcon
libro Guerrero 4 km al W del rio Santiago
libro Guerrero Omiltemi, Cafiada W de la gruta del borrego
libro Guerrero Ixcateopan de Cuahutémoc
libro Guerrero 3 km al E de Ixcateopan de Cuahutémoc
libro Guerrero La cascada, Km 8 Taxco-Ixcateopan de Cuahutémoc
libro Guerrero El Salto, Mezcala
CNIN Hidalgo Alfajayucan
libro Hidalgo La Encarnacién
libro Hidalgo Actopan
CNIN Jalisco Acatlan de Juarez
EMP Jalisco Estacion de Biologia Chamela
EMP Jalisco Rio Cutzamala
libro Jalisco Zenzontla
libro Jalisco Puerto Los Mazos 9 mi SW de Autlan
libro Jalisco Chamela




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD

libro Jalisco Ahuacapan

libro Jalisco Ameca

libro Jalisco Puente Grande

libro Jalisco Huentitan

libro Jalisco Bosque escuela Sierra de la Primavera

libro Jalisco Puerto Vallarta

CNIN Michoacan Tuxpan

CNIN Michoacan Puente Alto, Uricuaro

CNIN Michoacan Ucacuaro

EMP Michoacan Agua Amarilla, Cerca de Balneario y San José Purta

EMP Michoacan Contepec (MIGRATORIAS)

EMP Michoacan Rincén Villalobos, Sierra Chincua (MIGRATORIAS)

EMP Michoacan Arroyo Zapatero, Sierra Chincua (MIGRATORIAS)

EMP Michoacan Tuxpan

EMP Michoacan 200 m. Antes del entronque a San José Purla carretera Zitacuaro-Morelia
EMP Michoacan Temascal, 12 km al S de Zitacuaro Carretera Zitacuaro-Huetamo

EMP Michoacan San José Purta

EMP Michoacan Rincén de Curungueo, 3 km al N de Zitacuaro, Carretera Zitacuaro-Morelia
EMP Michoacan 1 km al S de Tuxpan, enfrente de la Quinta Mitzi

EMP Michoacan 70 m antes del puente de San Juan Viejo, pasando Zitacuaro Carretera Zitacuaro-Morelia Km 10
EMP Michoacan La Garita, campo de futbol, carretera Zitacuaro-Huetamo

EMP Michoacan Agua Blanca, Balneario, entre San José Purua y Jungapeo

EMP Michoacan Angangueo (MIGRATORIAS)

EMP Michoacan Arroyo Frio, Tacambaro

EMP Michoacan Carretera a San José Purua, Jungapeo a orilla del camino

EMP Michoacan Presa del Bosque, 5 km al S de Zitacuaro, carretera Zitacuaro-Huetamo
EMP Michoacan Cerca de la Presa El Bosque, 8 km al SW de Zitacuaro, carretera a Huetamo
EMP Michoacan Los Laureles km 23 al S de Zitacuaro, carretera Zitacuaro-Huetamo

EMP Michoacan Curvas del Puerto de Gato Carretera Zitacuaro Morelia 5 km después de Zitacuaro

EMP Michoacan Huerta de Don Noé, Cerca del Balneario Agua Blanca y San José Purua




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD
EMP Michoacan Km 10 al S de Zitacuaro, carretera Zitacuaro-Huetamo
EMP Michoacan 6 km al SW de Zitacuaro, carretera a Huetamo
EMP Michoacan La Soledad
EMP Michoacan Jungapeo de Juarez
EMP Michoacan Guanoro, 18 km al S de Zitacuaro
EMP Michoacan Cerro Chivati-Huacal, Sierra Campanario (MIGRATORIAS)
EMP Michoacan El Rosario, Sierra Campanario (MIGRATORIAS)
EMP Michoacan 1 km al N de Tuxpan, carretera Zitacuaro-Morelia
EMP Michoacan 1 km al S de Tuxpan, enfrente de la Quinta Mitzi
EMP Michoacan Lindavista, cerca de la Presa de Zitacuaro
EMP Michoacan La Colonia, Aeropuerto de Zitacuaro
libro Michoacan Las Juntas
libro Michoacan Rancho el Zorrillo, Cainada humeda
libro Michoacan 2 km al N de Hacienda Caracha
libro Michoacan Zirimicuaro
libro Michoacan Presa Hidroeléctrica Zumpimito
libro Michoacan Pedernales
libro Michoacan Los Chorros del Varal
libro Michoacan El Salto, La Piedad
libro Michoacan Villa Victoria, Chinicuila
libro Michoacan Vivero Forestal Lazaro Cardenas
libro Michoacan Toscano
libro Michoacan La Nuez
libro Michoacan Rancho Nuevo
libro Michoacan Rancho el Jagiiey 4 km E-NE de G. Zamora
libro Michoacan Rancho "San Jorge", Cutzato
libro Michoacan Rancho "La Alberca", Toreo el Alto
libro Michoacan Carfiada "La Culebra" Canoa Alta
libro Michoacan Arteaga
libro Michoacan San Telmo




REFERENCIA ESTADO LOCALIDAD
libro Michoacan Camino a Tancitaro por Ziriméndiro
libro Michoacan Rancho "El Zorrillo"
libro Michoacan Cerro de la Cruz
libro Michoacan Chiquihuitillo
libro Michoacan Cupatitzio, Presa Hidroeléctrica
libro Michoacan Las Goteras, Taretan
libro Michoacan Las Pintadas
libro Michoacan Matanguaran
libro Michoacan Presa Jicalan
libro Michoacan Paracuaro
libro Michoacan Barranca de Cobano
libro Michoacan El Higueral, Arteaga
CNIN Morelos Palmira
CNIN Morelos Cuernavaca
CNIN Morelos El Limén
CNIN Morelos Tepoztlan
EMP Morelos Moyotepec
EMP Morelos 20 km NW de Cuautla
EMP Morelos Cuautla
EMP Morelos Cuautla, cerca del Rio Cuautla
EMP Morelos Narciso Mendoza, carretera Cuautla-Yautepec
EMP Morelos Cuernavaca
EMP Morelos Jiutepec
EMP Morelos Emiliano Zapata
EMP Morelos Villa de Ayala
EMP Morelos San Pedro Apatlaco, cerca de Cuautla
EMP Morelos Cocoyoc
EMP Morelos Oaxtepec
EMP Morelos Tlacotepec
EMP Morelos Zacualpan




REFERENCIA ESTADO ~ LOCALIDAD
EMP Morelos Ticuman
EMP Morelos Axochiapan
EMP Morelos 12 km al NW de Axochiapan
EMP Morelos Ciudad de Ayala
libro Morelos Rancho Viejo, Villa de Ayala
libro Morelos San Rafael, Vicente Aranda
libro Morelos Derrame del Chichinautzin, Tepoztlan
libro Morelos Yautepec
EMP Nayarit 5 km al W del Poblado La Yerba (en cafiada)
EMP Nayarit Este de San Blas
libro Nayarit Tepic
CNIN Nuevo Leén Santa Catarina
CNIN Nuevo Leo6n Monterrey
CNIN Oaxaca Tuxtepec
CNIN Oaxaca San José Chiltepec
CNIN Oaxaca Las Limas, Tuxtepec
EMP Oaxaca Oaxaca
libro Oaxaca La Gringa, San Isidro, Santa Maria Chimalapa
libro Oaxaca Rio Tonto
libro Oaxaca Metates
libro Oaxaca Oaxaca
libro Oaxaca Rio Sarabia, 18 mi al N de Matias Romero
libro Oaxaca La Esperanza
libro Oaxaca 30 mi al NE de Tehuantepec
libro Oaxaca Miahuatlan, Sierra madre del Sur
libro Oaxaca Candelaria Loxicha
CNIN Puebla La Ceiba
CNIN Puebla San Diego
CNIN Puebla Tequezquitla
CNIN Puebla Huauchinango




REFERENCIA ESTADO ; LOCALIDAD

CNIN Puebla Estacion de bombeo 1, San Diego de la Mesa
CNIN Puebla Rancho El Olvido

libro Puebla Barranca de Patla

libro Puebla Mesa de San Diego

libro Puebla IzGcar de Matamoros

CNIN Querétaro Amealco

CNIN Quintana Roo Coba, Tulum

CNIN Quintana Roo Cozumel

libro San Luis Potosi San Francisco

libro San Luis Potosi El Leoncito

libro San Luis Potosi El Pujal

libro San Luis Potosi Sierra de Alvarez

libro San Luis Potosi El Sol Tamazunchale

libro San Luis Potosi Tamazunchale

CNIN Tabasco Cocona

libro Tabasco Cerro del Cocona

libro Tabasco Huimanguillo

libro Tabasco Teapa

libro Tabasco Agua Blanca, Macuspana

CNIN Tamaulipas Arroyo La Libertad, noroeste de Ciudad Victoria
libro Tamaulipas Gomez Farias

libro Tlaxcala Campamento del IMSS, Malitzin, 3.5 km N de Santa Ana Chautempa
CNIN Veracruz Catemaco

CNIN Veracruz Cerro El Vigia

CNIN Veracruz El Vigia

CNIN Veracruz Cordoba

CNIN Veracruz Dos Amates

CNIN Veracruz Pefiuela

CNIN Veracruz La Gloria, Cardel

CNIN Veracruz Ojo de Agua Grande, paraje Nuevo Amatlan de los Reyes




ESTADO

REFERENCIA LOCALIDAD
CNIN Veracruz Mocambo
CNIN Veracruz Cuetzalapan
CNIN Veracruz Xalapa
CNIN Veracruz Zapoapan de Cabanas
EMP Veracruz Estacion de Biologia Tropical, Los Tuxtlas
libro Veracruz Las Minas
libro Veracruz Teocelo
libro Veracruz Santa Rosa, Camino a Teocelo
libro Veracruz El Trapiche, 3 km al S de Teocelo
libro Veracruz Poblado de Cardenas, Los Tuxtlas
libro Veracruz San Andrés Tuxtla
libro Veracruz Laguna Escondida, San Andrés Tuxtla
libro Veracruz Carretera 180, 13 km al SE de Veracruz
libro Veracruz Orizaba
libro Veracruz Parque Francisco Javier Clavijero, Xalapa
libro Veracruz Coatepec
libro Veracruz Chacaltianguis
libro Veracruz Laguna de Catemaco
libro Veracruz Paso de San Juan
libro Veracruz Monte San Marcos
libro Veracruz Las Minas, 15 km NE de Perote




Apéndice 2. Frecuencias alélicas de Danaus plexippus L. en México. Se muestran
las frecuencias alélicas para las ocho enzimas analizadas en este estudio. Las Poblaciones

migratorias son sefialadas como (*) y las locales (**).

Glucosa-6-Fosfato-Isomerasa (5.3.1.9)
Estructura Cuaternaria: dimero

GPI

Poblacién A B C D E F
Chincua * 0.0204 0.1837 0.00 0.7551 0.408 0.00
Cerro Pelon * 0.0093 0:2222 0.037 0.7037 0.0278 0.00
Rosario * 0.0294 0.1176 0.0294 0.8235 0.00 0.00
Guerrero ** 0.00 0.320 0.00 0.66 0.02 0.00
Michoacan ** 0.00 0.3125 0.0313 0.5938 0.0469 0.0156
Morelos ** 0.00 0.222 0.00 0.778 0.00 0.000

Manosa 6 Fosfato Isomerasa (5.3.1.8)
Estructura Cuaternaria: monoémero

MPI

Poblacién A B C
Chincua * 0.2051 0.7821 0.0128
Cerro Pelon * 0.2234 0.7660 0.0106
Rosario * 0.2258 0.7581 0.0161
Guerrero ** 0.2826 0.7174 0.00
Michoacan ** 0.150 0.8167 0.033
Morelos ** 0.0714 0.9286 0.00

Gliceraldehido-3-Fosfato-Deshidrogenasa (1.2.1.12)
Estructura Cuaternaria: Tetramero

G3PDH

Poblacion A B C
Chincua * 0.00 1.00 0.00
Cerro Pel6n * 0.0181 0.9455 0.364
Rosario * 0.0286 0.9714 0.00
Guerrero ** 0.00 1.00 " 0.00
Michoacan ** 0.00 1.00 0.00
Morelos ** 0.00 1.00 0.00




Malato-Deshidrogenasa NADP+ (1.1.1.40)
Estructura Cauternaria: Tetramero

ME 1
Poblacién A B C
Chincua * 0.00 0.8462 0.1538
Cerro Pelon * 0.0189 0.7925 0.1887
Rosario * 0.037 0.8148 0.1481
Guerrero ** 0.00 0.7045 0.2955
Michoacan ** 0.00 0.8167 0.1833
Morelos ** 0.00 0.750 0.2500
ME 2
Poblacion A B C
Chincua * 0.00 0.9359 0.0641
Cerro Pelon * 0.00 0.9057 0.0943
Rosario * 0.0556 0.9074 0.0370
Guerrero ** 0.00 0.9773 0.0227
Michoacéan ** 0.00 0.9655 0.0345
Morelos ** 0.00 0.9545 0.0455
Fosfoglucomutasa (5.4.2.2)
Estructura Cuaternaria: Monomero
PGM
Poblacion A B C D E: F
Chincua * 0.1413 0.3696 0.3261 0.1413 0.0109 0.0108
Cerro Pelon * 0.0577 0.4327 0.4231 0.0865 0.00 0.00
Rosario * 01213 0.4545 0.3333 0.0758 0.0152 0.00
Guerrero ** 0.0455 0.4773 0.3864 0.0909 0.00 0.00
Michoacén ** 0.180 0.3600 0.3600 0.1000 0.00 0.00
Morelos ** 0.100 0.3667 0.4333 0.1000 0.00 0.000




Isocitrato Deshidrogenasa (1.1.1.42)
Estructura Cuaternaria: Dimero

IDH 1

Poblacion A B C D
Chincua * 0.0313 0.7708 0.1979 0.00
Cerro Pelon * 0.00 0.8585 0.1415 0.00
Rosario * 0.0735 0.8382 0.08820 0.00
Guerrero ** 0.00 0.7250 0.250 0.0250
Michoacéan ** 0.0517 0.8966 0.0517 0.00
Morelos ** 0.0882 0.7059 0.2059 0.00
IDH 2

Poblacion A B C D
Chincua * 0.1444 0.7889 0.0667 0.00
Cerro Pelon * 0.2065 0.7826 0.0109 0.00
Rosario * 0.1515 0.8182 0.0303 0.00
Guerrero ** 0.2750 0.5750 0.1500 0.00
Michoacan ** 0.2917 0.7083 0.00 0.00
Morelos ** 0.3750 0.5833 0.00 0.0417




Apéndice 3. Recetas para preparar los sistemas de corrida de las enzimas,
protocolo de Herbert y Beaton (1994).

Glucosa-6-Fosfato-Isomerasa (5.3.1.9)
Estructura Cuaternaria: dimero

GPI

1.0 ml Tris HCl, pH= 8.0

1.5 ml NAD

5 gotas de Fructosa-6-fosfato

5 gotas de solucién de Glucosa 1 fosfato
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

10 ul GG6PDH

2 ml de agar

Manosa 6 Fosfato Isomerasa (5.3.1.8)
Estructura Cuaternaria: monomero

MPI

1.0 ml Tris HC], pH= 8.0

1.5 ml NAD

5 gotas de D-Manosa-6-fosfato
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

5ul PGI

20 ul G6PDH

2 ml de agar

Gliceraldehido-3-Fosfato-Deshidrogenasa (1.2.1.12)
Estructura Cuaternaria: Tetramero

G3PDH

1.5 ml NAD

1 ml de solucién de D-Fructosa-1,6.difosfato
5 gotas de Na;HAsO,

5 gotas de MTT

5 gotas de PMS



Malato-Deshidrogenasa NADP" (1.1.1.40)
Estructura Cauternaria: Tetramero

ME

0.6 ml Tris HC], pH= 8.0
1.5 ml NADP

12 gotas de sustrato malico
2 gotas de MgCl,

5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

2 ml de agar

Fosfoglucomutasa (5.4.2.2)
Estructura Cuaternaria: Monémero

PGM

1.0 ml Tris HCI, pH= 8.0

1.5 ml NAD

5 gotas de MgCl,

5 gotas de solucion de Glucosa 1 fosfato
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

20 pl G6PDH

2 ml de agar

Isocitrato Deshidrogenasa (1.1.1.42)
Estructura Cuaternaria: Dimero

IDH

1.0 ml Tris HCI, pH= 7.0

1.5 mI NADP

8 gotas de MgCl,

15 gotas de acido DL-isocitrico
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

2 ml de agar
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