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RESUMEN

Pseudoeurycea leprosa es una salamandra terrestre que habita en los bosques de pino y pino-
encino en las montafias ubicadas en la Faja Volcdnica Transmexicana (FVT). Actualmente, la
distribucion de esta especie se encuentra fragmentada en diversas poblaciones. El objetivo del
presente trabajo es describir los patrones filogeogréficos y los procesos que han influido en la
distribucion de P. leprosa empleando 103 secuencias parciales de 687 pb del gen mitocondrial
citocromo b. EI muestreo se realiz6 en 23 poblaciones ubicadas en la FVT y una en la Sierra
Madre de Sur (SMs). Los andlisis filogenéticos realizados fueron Méxima Parsimonia,
Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, con los que se ubica a la poblacion de la SMs
como la mas basal del grupo. Los niveles de divergencia entre la poblacién de la SMs y las de
la FVT es de 5.2%, valor similar al encontrado entre diferentes especies del género
Pseudoeurycea. Considerando que los organismos de la poblacion de la SMs alcanzan la
madurez reproductiva a un tamafio menor que otras poblaciones de P. leprosa, el uso de
microhdbitat (bromelias) que es inusual en P. leprosa y la ubicacion periférica de la poblacion,
nos permite suponer que se trata de una nueva especie. Al interior del grupo P. leprosa se
identificaron dos clados principales: el Clado I incluye poblaciones que se encuentran en el
centro y este de la FVT y el Clado Il estad conformado por poblaciones ubicadas en la porcion
norte de la FVT. También se identificé un haplotipo ancestral basal a ambos clados en una
localidad del norte. La divergencia genética encontrada entre ambos clados y el haplotipo
ancestral son similares a las encontradas a nivel intraespecifico en especies del género
Pseudoeurycea, que son morfoldgicamente uniformes y utilizan nichos similares. La dindmica

histdrica de la poblacion fue estimada para cada uno de los clados de P. leprosa empleando
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sumarios estadisticos, andlisis de clados anidados y coalescencia. Se encontré que ninguno de
los linajes ha pasado por una expansion reciente (segunda mitad del Pleistoceno). Sélo para el
Clado I se identific6 una expansion antigua previa a los pulsos glaciales que se han registrado
en la FVT. Un largo periodo de inactividad volcénica en la porcion oriental de la FVT y su
reciente evolucion geoldgica estdan estrechamente relacionados con el patrén de diferenciacion
genética encontrado en P. leprosa. Se determinaron tres eventos importantes en la historia
evolutiva de la especie. La fragmentacion de la poblacion de Tres Mogotes (SMs) respecto al
grupo P. leprosa hace 3.3 Ma. La separacion de las poblaciones del Clado I respecto al Clado
Il hace 2 Ma y la separacion del Clado | en dos subclados hace 1.1 Ma. El grado de
aislamiento entre las poblaciones del Clado | respecto a las del Clado Il permiten identificarlas
como Unidades Evolutivas Significativas. Los Parques Nacionales actualmente protegen a las
poblaciones del Clado I, que presentan una diversidad genética baja. La mayor diversidad se
encuentra fuera de las &reas naturales protegidas. Los bajos numeros poblacionales
encontrados y el alto grado de fragmentacion del habitat indican la necesidad de enfocar los

esfuerzos de conservacion en las poblaciones del norte de P. leprosa.
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ABSTRACT

Pseudoeurycea leprosa is a terrestrial salamander that inhabits in pine and pine-oak forest in
mountains located along the Transmexican Volcanic Belt (TVB). Currently, the distribution of
this species is fragmented into several populations. The objetive of this work is to describe
phylogeographic and the processess that have influenced in the distribution P. leprosa by
using 103 partial sequences of 687 bp of the mitochondrial gene cytocrome b corresponding to
23 populations located along the TVB and one from the Sierra Madre del Sur (SMs). The
phylogenetic analyses based on methods of Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and
Bayesian inference indicate that the population of the SMs is the most basal of the P. leprosa
group. The levels of divergence of this population (5.2%) with respect to the other are similar
to those found between other species of Pseudoeurycea. Its peripheral location and the
microhabitat where they live in (bromeliads), is unusual for P. leprosa, as well as the
reproductive maturity reached at smaller size allow us to propose that it represents a new
species. Within the P. leprosa group, we identified two main clades. Clade | includes
populations that are located in the center and east of the TVB and Clade Il is conformed by
populations located in the northern portion of the TVB. An ancestral haplotype basal to both
clades found in the north was identified. The genetic divergence levels found between both
clades and the ancestral haplotype are similar to those found at intraspecific level in species of
the Pseudoeurycea group that are morphologically similar and use similar niches. The
historical dynamics of the population was considered for each one of the lineages of P. leprosa

by using summary statistical, nested clade analyses and coalescence. No lineages have



experienced a recent expansion (upper Pleistocene). Only in Clade I an old expansion was
identified that took place prior to the glacial pulses that have been registered in the TVB. A
long period of volcanic inactivity in the Eastern portion of the TVB and its recent geologic
evolution are closely linked with the pattern of genetic differentiation in P. leprosa. Three
important events in the evolutionary history of the species were determined. The
fragmentation of the population of Tres Mogotes (SMs) with respect to the P. leprosa group
approximately 3,3 Myr ago. The separation of the populations of Clade | with respect to Clade
I1 occurred 2.0 Myr ago, and the separation of Clade I in two subclades may have occurred 1,1
Myr ago. The level of isolation between the populations of Clade I with respect to those of
Clade Il allowed us to identify them as different Evolutionary Significant Units. National
Parks at the moment only protect populations of Clade | which show low genetic diversity.
Most of the genetic diversity lies outside of the natural protected areas. The low population
numbers found and the high degree habitat fragmentation in the region indicate than

conservation should be focused on the northern populations of P. leprosa.
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1. INTRODUCCION

1.1 Diversidad de pletodontidos en México

México es el quinto pais en riqueza de anfibios a nivel mundial (357 especies). De
acuerdo con la Union Mundial para la Naturaleza (IUCN 2007), el total de especies
existentes en México equivale al 54% de las aproximadamente 660 especies de anfibios
reportadas para toda Mesoameérica, siguiendo en numero Panama (198), Costa Rica

(190), Guatemala (135), Honduras (99), Nicaragua (67), Belice (36) y El Salvador (36).

La riqueza de anfibios mexicanos actualmente se encuentra formada por 3 érdenes, 14
familias y 43 géneros (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004). EI orden Anura (231
especies) y el orden Gymnophiona (2 especies) representan el 4% y el 1.1% de ranas,
sapos y cecilidos del mundo. La mayor riqueza de especies se encuentra en el orden
Caudata (128 especies) representando el 23% del nimero total de salamandras en el
planeta. En México hay representantes de 4 familias: Ambystomatidae, Plethodontidae,
Salamandridae y Sirenidae, siendo la familia Plethodontidae la que contiene el mayor
namero de géneros (12) y especies (113). De los pletoddntidos, el grupo mas diverso es
el género Pseudoeurycea, el cual se distribuye desde Sonora y Chihuahua hasta
Guatemala. A la fecha cuenta con 50 especies descritas, de las cuales 46 se encuentran
s6lo en México, tres se han localizado tanto en México como en Guatemala y sélo una

es endémica a Guatemala.

De manera general, la diversidad de especies de México se explica porque el pais

presenta un relieve sumamente heterogéneo donde factores como clima, altitud, latitud,



historia biogeogréfica y disturbios naturales han propiciado la existencia de una amplia
variedad de hébitat, principal generador de la diversidad tanto de especies de
salamandras como de otros anfibios (Garcia-Paris et al. 2000). Las salamandras
tropicales de la tribu Bolitoglossinii (familia Plethodontidae) han experimentado
grandes diversificaciones que parecen estar relacionadas con factores fisicos tales como
la temperatura. Las pendientes montafiosas actian como gradientes ecolégicos y como
generadores de diversidad, lo que sugiere que la variacion geografica promueve la
formacion de especies alopatricas. La combinacidn de caracteristicas bioldgicas de estas
salamandras, su complejidad biol6gica, diversidad ecoldgica y ambiental han
contribuido a la diversificacion de las salamandras tropicales, jugando un papel critico
en la riqueza de especies y afectando los procesos de extincion, especiacion y
dispersion. Wiens et al. (2007) sefialaron que el lapso de tiempo que los bolitoglosinos
han permanecido en un hébitat colonizado, ha dado como resultado una mayor riqueza
de especies, simplemente porque ha pasado el tiempo suficiente para que la especiacion
ocurra. De esta forma, se considera que los anfibios de la familia Plethodontidae, y en
especial las especies del geénero Pseudoeurycea, son grupos representativos de
diversidad y endemismo de especies que han colonizado por muchos afios los habitat de
México (aprox. 42 millones de afios para bolitoglosinos y 30 millones de afios para
Pseudoeurycea, Weins et al. 2007), siendo los bosques de niebla y bosques templados
del centro y sur de México que se localizan entre 1000 y 2800 msnm los que albergan
una alta diversidad de especies de salamandras (Wake et al. 1992). Estos bosques son
hébitat que presentan tasas de evaporacién reducidas, conservando la humedad la mayor
parte del afio, lo cual se relaciona con la presencia de troncos caidos, piedras y suelos

porosos, que son lugares idoneos para las salamandras de habitos terrestres.



1.2 Declive de poblaciones y el efecto de la fragmentacidn en pletodontidos terrestres

La diversidad de anfibios de México contrasta con el fuerte declive en las poblaciones
de éstos, asi como la reduccion de su distribucion e incremento en la tasa de extincion
de los mismos (Blaustein et al. 1994). Lo anterior se debe a factores de origen
antropogénico como pérdida de habitat, lluvia &cida y contaminantes ambientales,
cambio climético, radiacion ultravioleta, introduccién de especies invasivas y la
presencia del hongo Batrachochytrium dendrobatidis, cuya infeccion causa severos
problemas de mortalidad en anfibios. La fragmentacion del hébitat impacta en la
abundancia de las poblaciones, altera patrones de movimiento (Brooker y Brooker
2002) y genera pérdida de diversidad genética de las poblaciones aisladas reduciendo su

viabilidad (Harrison y Bruna 1999, Davies et al. 2001).

Las poblaciones grandes tienden a tener mayores niveles de heterocigosidad con
respecto a las poblaciones pequefias. Las poblaciones que han pasado por cuellos de
botella sufren una reduccion de heterocigosidad y con ello el potencial para adaptarse a
nuevas condiciones ambientales (Saunders et al. 1991, Laroche y Durand 2004). Las
poblaciones pequerias tienden a sufrir con mayor rapidez los efectos de la estocasticidad
demografica (cambios en la supervivencia y éxito reproductivo para un namero finito de
individuos), estocasticidad ambiental (como consecuencia de un cambio en los
parametros del habitat y las poblaciones de los competidores, depredadores, parasitos y
enfermedades), catéstrofes naturales (incendios, inundaciones, etc. que ocurren de
manera aleatoria en el tiempo) y estocasticidad genética (resultando en cambios de la

frecuencia de genes debido a efecto fundador, fijacion al azar o deriva génica y



endogamia) con la consecuente posibilidad de extinguirse (Shaffer 1981, Simberloff y
Cox 1987). De esta forma, en el marco de las medidas de conservacion se hace
necesario conocer la estructura de la poblacion, especialmente en paisajes fragmentados
donde el riesgo de las poblaciones aisladas se incrementa conforme la fragmentacion

avanza.

Un ejemplo en salamandras del efecto negativo de estos factores se ha documentado en
Aneides aeneus, especie que se distribuye en las montafias altas del este de Estados
Unidos y cuyas poblaciones se monitorearon en los afios 70°s. En los 90"s fueron
evaluadas nuevamente encontrando un declive en la abundancia de las poblaciones de
un 98%. Esto fue atribuido a pérdida de hébitat, colecta excesiva, enfermedades
epidémicas (Chytridiomycosis) y cambio climatico (Corser 2001). Condiciones de
decremento en la abundancia de poblaciones de pletoddntidos también se han registrado
en México. La abundancia poblacional encontrada en los 90°s fue menor a la encontrada
a mediados de los 70"s y 80°s por Wake y Lynch (1976) y Lynch (1983), siendo la
modificacion de habitat la causa principal (Parra-Olea et al. 1999, 2005a). La
conversion acelerada del bosque a pastoreo para agricultura y ganado en México es la
principal amenaza (Parra-Olea et al. 2005), pues causa la destruccion de habitat y la
extincion de poblaciones de las salamandras terrestres de bosques templados que
presentan una alta filopatria y ambito hogarefio pequefio (Blaustein et al. 1994), una
limitada capacidad de dispersion, tendencia a mostrar requerimientos de habitat
especializados (Wake et al. 1992), susceptibilidad a la desecacién y por ende alta

dependencia de habitat frescos y humedos.



Por otra parte, los efectos de fragmentacion de hébitat con diferentes tamafios del
remanente y diferentes grados de aislamiento han sido evaluados en varias especies de
anfibios (Kolozsvary y Swihart 1999). La respuesta de estas especies a la fragmentacion
difiere entre ellas tanto como su historia de vida y su ecologia. Por ejemplo, Hyla
versicolor y Bufo americanus presentan una distribucion amplia a pesar de la
fragmentacion de los bosques que habitan, mientras que Ambystoma depende de la
presencia de arroyos en el interior del remanente. Si el microhébitat (arroyo) permanece,
sus poblaciones no se ven tan afectadas. Sin embargo, en salamandras terrestres como
Plethodon cinereus se ha encontrado una fuerte relacion con el tamafio del area del

fragmento, lo que afecta tanto la abundancia de la poblacion como su viabilidad.

Un estudio realizado por DeMaynadier y Hunter (1998) sobre el efecto de borde en
areas boscosas indica que a diferencia de los anuros, las salamandras (P. cinereus) son
maés sensibles a la tala, hecho apoyado cuantitativamente al comparar las poblaciones de
salamandras de bosques talados y bosques maduros intactos. Patrones similares se han
observado en Plethodon elongatus (Hartwell 1990), Batrachoseps wrighti (Nussbaum
1983) y Batrachoseps attenuatus que en este Gltimo caso es hasta diez veces mas
abundante en bosques antiguos que en bosques jovenes que se estan regenerando
(Cooperrider et al. 2000). Este patron confirma la estrecha relacién entre el estado
sucecional del bosque y la densidad de especies de salamandras, es decir nimeros
elevados de salamandras se encuentran en bosques antiguos con sistemas complejos y
estructurados (Davic y Welsh 2004). Otro ejemplo sobre el efecto de la fragmentacion
de habitat en salamandras terrestres lo encontramos en Plethodon vehiculum, cuyas
poblaciones fueron reducidas hasta un 70% debido a la tala de los bosques y a un

decremento en la disponibilidad de humedad en el microhabitat (Dupuis et al. 1995).



Un analisis reciente en salamandras del género Pseudoeurycea sefiala que el aumento
gradual de la temperatura conlleva a la desaparicion de héabitat himedos; por ello, el
cambio climético constituye una amenaza importante para esta fauna en un plazo
relativamente corto (50 afios aproximadamente, Parra-Olea et al. 2005a). Los efectos del
cambio climatico son significativos sobre el rango de distribucion, comportamiento y
extinciones locales. Asi las especies solo tienen tres opciones que pueden evitar el
declive de sus poblaciones: tener plasticidad, desplazarse o evolucionar (Jackson y
Overpeck 2000). Reusch y Wood (2007) consideran que debemos emplear herramientas
moleculares que nos permitan conocer la arquitectura genética bajo el panorama del

cambio climético global para proponer mejores estrategias de conservacion.

1.3 Estudios filogeograficos de pletoddntidos terrestres

El estudio de la sistemética y de los patrones de estructura genética entre poblaciones
empleando herramientas moleculares, se ha realizado desde la época de los afios 60°s
con el andlisis de aloenzimas (Martinez-Solano et al. 2007). Concretamente, para
pletoddntidos, durante los afios 70’s y 80°s los estudios de aloenzimas permitieron
revelar patrones que eran enmascarados en los analisis morfoldgicos (Wake 2006). Por
ejemplo, fue posible determinar que las especies nominales estaban conformadas por
complejos de especies (e. g. Batrachoseps en California, USA y Thorius en Oaxaca,
Mexico) (Yanev 1978, 1980, Hanken 1980). Las distancias genéticas encontradas entre
una especie nueva y una especie ya descrita considerada cercana, asi como la
diferenciacion morfoldgica entre éstas, permiten definir con mayor certeza su estatus

taxonémico (Lynch et al. 1983, Papenfuss et al. 1983). También se hicieron



estimaciones de estructura genética, flujo génico entre poblaciones fragmentadas,
calculo de patrones histdricos a traves del polimorfismo de proteinas en més de 20
especies de pletoddntidos (Larson et al. 1984) y mediciones de distancia genética y su
relacion con la geografia (Wake y Yanev 1986).

Estos trabajos que emplean aloenzimas, méas un intenso trabajo morfoldgico realizado
en los grupos de la familia Plethodontidae (Regal 1966, Wake 1967, Lombard y Wake
1976, 1977 y 1986), conformaron la base para analizar los patrones de evolucion
morfologica desde la perspectiva de la genética de poblaciones, usando los datos
moleculares para examinar la estructura (variacién proteinica). Con ello se pudo
concluir que casi todos los pletodontidos presentan altos niveles de fragmentacion
genética aun cuando las caracteristicas morfologicas sean uniformes. Las poblaciones
conespecificas en algunos casos son tan distintas a nivel de proteinas, que el
intercambio genético pudo haber ocurrido millones de afios atrds. La especiacion a
menudo no esta correlacionada con cambios morfolégicos, por lo que poblaciones

genéticamente homogéneas pueden ser polimorficas (Wake y Larson 1987).

De manera paralela, en la misma década se consolida el conocimiento generado sobre la
molécula de ADN mitocondrial animal (ADNmt; Avise et al. 1979). A diferencia de las
aloenzimas (que son codificadas por genes nucleares y que se segregan y recombinan
durante cada generacion de reproducciéon sexual), la molécula de ADNmt no es
recombinante, evoluciona de manera rapida (Brown et al. 1979), se hereda por via
materna y es ampliamente polimorfica a nivel intraespecifico (Avise y Lansman 1983;
Brown 1983). De esta forma, el pedigri de una especie constituye una filogenia
intraespecifica (matriarcal) y los genes transmitidos a través de este pedigri

proporcionan informacion acerca de su historia hereditaria. Esta historia registrada en el



ADNmt puede estar distorsionada si los machos difieren de las hembras en
caracteristicas filogeogréficas relevantes, tal como la varianza en el ndmero de la
progenie o0 en la capacidad de dispersion (Takahana y Slatkin 1984; Takahana y
Palumbi 1985). Asi, para finales de los 80°s quedan constituidas las bases de la
filogeografia (Avise 1987). Bajo esta premisa, se retoma nuevamente para el analisis de
especies de pletodontidos que en estudios previos presentaron variacién genética (de

aloenzimas) en sus poblaciones.

Uno de los primeros trabajos filogeogréficos fue el de Moritz et al. (1992) con el
complejo Ensatina eschscholtzii empleando ADNmt (citocromo b). Los resultados de
este estudio no coincidieron con los encontrados por Wake y Yanev (1986) con
aloenzimas, pues algunos grupos eran monofiléticos con ADNmt pero no con genes
nucleares. Esta incongruencia ocurre debido la naturaleza hereditaria (clonal-maternal),
por tanto el ADNmt presenta un tamafio efectivo pequefio que puede estar fuertemente
diferenciado geograficamente, mientras que en los genes nucleares esto no ocurre. Esta
incongruencia puede ser alta si las hembras se dispersan mucho menos que los machos.
Asi, en taxa antiguos y geograficamente subdivididos, los andlisis filogeogréficos
pueden revelar grupos monofiléticos discretos de ADNmt (categoria filogeogréafica 1 en
Avise 1987). Sin embargo, el limite entre especies no se puede establecer sélo con estos
datos, pues los grupos pueden estar unidos por flujo génico nuclear (Moritz et al. 1992).
Staub et al. (1995) demostraron que en los patrones de crecimiento y movimiento de
hembras y machos para Ensatina eschscholtzii existen diferencias de desplazamiento
entre sexos (de hasta 120 m para machos y 60 m para hembras), lo que puede explicar
las diferencias entre ADNmt y aloenzimas. En 1997 se retoma nuevamente el complejo

Ensatina, incrementado el nUmero de muestras para aloenzimas a 49 poblaciones y el



namero de secuencias del gen citocromo b para 80 poblaciones, ademéas del anélisis
morfologico. Wake (1997) sefiala que el criterio morfoldgico, de aloenzimas y ADN
que es empleado para delimitar especies, en este complejo, no coincide con la geografia.
Otro estudio con aloenzimas en el género Thorius result6 en la identificacion de cinco
especies nuevas para localidades en los estados de Puebla y Veracruz y una estructura

que coincide entre distancias genéticas y distancias geograficas (Hanken 1998).

En el aflo 2000 aparece el primer trabajo que formalmente incluye un apartado
filogeografico con miembros de la familia Plethodontidae: La publicaciéon de Garcia-
Paris et al. (2000) con salamandras de Costa Rica muestra que los datos resultantes de
ADNmMt (citocromo b) concuerdan con los obtenidos con aloenzimas. En ese mismo afio
Wake y Jockusch publican un trabajo sobre la delimitacion de especies en salamandras
pletoddntidas de California. Los resultados obtenidos de los complejos Ensatina y
Batrachoseps ilustran la dificultad de tomar decisiones taxondémicas ya que, a pesar de
contar con informacion obtenida a partir de aloenzimas, ADNmt y morfologia, estos
datos no concuerdan entre si. Mas tarde Jockusch et al. (2001) y Jockusch y Wake
(2002) realizan un intenso muestreo en varias de las especies del género Batrachoseps
encontrando una fuerte estructura filogeografica en algunas de ellas. Los clados
mayores encontrados con ADNmt concuerdan con los resultados de aloenzimas. Los
patrones de variacion de aloenzimas parecen reflejar patrones recientes y actuales entre
poblaciones, mientras que el ADNmt parece reflejar una historia més profunda, lo que
permite inferir una historia filogenética del género ademas de proporcionar una vision
de como las salamandras se diversifican y se forman nuevas especies. En el afio 2004 se
publican dos trabajos para estimar la historia poblacional de las especies Plethodon

elongatus (Mahoney 2004) y Plethodon vandykei (Carstens et al. 2004). Los resultados



de ambos trabajos muestran la importancia de de analizar los datos, empleando técnicas
de genética de poblaciones como filogenéticas para probar hip6tesis. Por ejemplo, los
arboles filogenéticos son utiles para probar hipotesis relacionadas con una antigua
estructura genética que puede estar presente en los datos filogeograficos. De igual
forma, no es posible construir topologias apropiadas para probar hipdtesis relacionadas
con eventos recientes como una expansion después del Pleistoceno, estas hipétesis sélo
pueden ser probadas bajo el marco de la genética de poblaciones y pruebas estadisticas
basadas en métodos de coalescencia (Carstens et al. 2004). Esta forma de analizar los
datos ponen de manifiesto la gran cantidad de informacion filogeografica y de nuevos
métodos que se ha acumulado durante 12 afios, después de que Moritz et al. (1992)

publicaran su trabajo.

Finalmente, tres importantes trabajos realizados recientemente muestran la importancia
de la filogeografia y el uso de genes nucleares y mitocondriales en poblaciones de

pletoddntidos terrestres:

a) Pruebas de hipotesis filogeograficas y biogeogréficas
Peralta-Garcia (2006) realiza un estudio del género Batrachoseps en la peninsula
de Baja California, México, empleando ADNmt (gen citocromo b) y un nimero
amplio de muestras (111). Utiliza analisis cladisticos y de filogeografia para
proponer hipotesis sobre las relaciones filogenéticas e hipotesis biogeograficas
que expliquen la configuracion actual del género, exponiendo la utilidad del gen

citocromo b.

b) Linajes filogeogréficos, de especies y su conservacion



Rissler et al (2006) identifican unidades filogeograficas con ADNmt dentro del
rango de especies de pletodontidos, asi como en otros anfibios y reptiles. Estas
unidades revelan nuevas areas de endemismo importantes para la conservacion
de linajes. Hacen énfasis en la conservacion de la historia evolutiva, la cual es
esencial para entender los patrones filogeograficos de las especies, ya que son
una pequefia representacion de un linaje. Desafortunadamente, los programas de

conservacion actualmente no incluyen la formacion de linajes.

c) Corroboracion de patrones encontrados con aloenzimas, genes mitocondriales y

nucleares
Martinez-Solano et al. (2007) incluyen secuencias del gen mitocondrial
citocromo b como de otros tres genes (16S, cox1, nad4) y un gen nuclear (RAG-
1) para estudiar la historia evolutiva de la especie Batrachoseps attenuatus. Los
clados observados con ADNmt no fueron recuperados con el gen nuclear ni
tampoco con aloenzimas; de esta forma se descarta la idea de una especiacion
criptica y se corrobora la eficacia de las aloenzimas como indicador de flujo
génico reciente entre poblaciones o como detector de limites entre especies de

pletodontidos.

En resumen, los métodos filogeograficos (ADNmt) son una potente herramienta que,
sumada a la informacion que proporcionan los genes nucleares (incluyendo
aloenzimas), permiten tener un panorama sobre la historia antigua y reciente de la
especie bajo estudio, que en el caso de las salamandras terrestres de México se conoce
relativamente poco a nivel de la genética de poblaciones. Esta falta de conocimiento

hace dificil generar propuestas de conservacion efectivas o definir qué poblaciones



necesitan atencién urgente para su subsistencia. Por tanto, el objetivo del presente
trabajo es realizar un andlisis filogeografico de Pseudoeurycea leprosa, especie que
resulta de gran interés por su asociacion a los bosques de alta montafia del sector
oriental de la Faja Volcdnica Transmexicana de México y que, debido principalmente a

la tala no controlada, su distribucion se encuentra fragmentada.



2. AREA DE ESTUDIO

La Faja Volcéanica Transmexicana (FVT) estd delimitada entre 19° y 21° latitud norte y tiene
un rango de elevacion que va de los 1500 a los 3000 msnm. Las caracteristicas principales de
la FVT son: su actividad volcénica, su fallamiento activo y su elevado flujo térmico. De
acuerdo con Demant (1982), Ferrari (2000) y Gémez-Tuena (2005) la FVT se puede dividir en
tres sectores geoldgicos: Oriental, Central y Occidental (Fig.1). Cada una de estas zonas tienen
diferencias notables en cuanto a edad, tipo de vulcanismo y composicién quimica. También se
observan diferencias de la porcién norte al sur ya que, en términos generales, las rocas de la
porcién norte de la FVT son mas antiguas que las de la porcion sur, por tanto el intemperismo
y la erosion han actuado intensamente, dando como resultado irregularidades mayores del
relieve que se manifiestan en la profundizacion de valles y barrancas con fuertes pendientes

(Velasco de Leon et al. 2007).

La mayoria de las poblaciones de P. leprosa se distribuyen en el sector Oriental. Este sector se
encuentra ubicado geograficamente desde el Estado de México al poniente hasta el estado de
Veracruz al oriente; presenta grandes elevaciones con fuertes pendientes (estratovolcanes)
como el Cofre de Perote, Pico de Orizaba, Popocatépetl e lIztaccihuatl, presentdndose con
mayor nivel de erosion los ubicados en la parte norte y centro (Sierra de Tlaxco y Volcan La
Malinche). También existen pequefios volcanes, calderas y domos generalmente asociados
como en la caldera de los Humeros en el estado de Puebla y diatremas o axalapaxcos en la
cuenca de Oriental, cuyo rasgo principal es un cono de poca altura y un lago en el centro como
resultado de la actividad freatomagmatica. En la porcion sur se encuentran estructuras muy

jévenes formadas por cenizas volcénicas y derrames de lava como el Popocatépetl con



actividad volcénica registrada desde los ultimos 2000 afios. Una poblacién se ubica fuera de la

FVT en la Sierra Madre del Sur.

Fig. 1. Delimitacion de la Faja Volcanica Transmexicana. Se muestran los tres sectores principales en que se

divide (tomado de Gémez-Tuena 2005).
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3. ANTECEDENTES

Existen hasta ahora dos trabajos de sistematica molecular que incluyen muestras de
Pseudoeurycea leprosa. Lynch et al. (1983) presentan un estudio basado en electroforesis de
proteinas sobre algunas poblaciones de Pseudoeurycea, que habitan en la region Oriente de la
Faja Volcénica Transmexicana. Los autores analizaron muestras de siete poblaciones de P.
leprosa, asi como una muestra de P. longicauda, P. robertsi y P. altamontana. El objetivo del
estudio fue establecer las diferencias genéticas y morfologicas de estas especies. Como
resultado de estos anélisis se describié P. longicauda como especie nueva. En cuanto a P.
leprosa, el andlisis de proteinas indica que las poblaciones estan fragmentadas genéticamente
(Distancia = Dy; Nei 1973) de la siguiente forma: la poblacién localizada 10 km al sur del
Volcan de Orizaba es moderadamente divergente del grupo central (0.015 a 0.020 Dy). La
poblacion de Tlaxco, aproximadamente 60 km al norte del Volcdn Malinche presenta un alto
grado de diferenciacion genética (0.389 Dy). Las poblaciones de Cofre de Perote (Las Vigas,
Veracruz) también presentan diferencias respecto a las poblaciones centrales (0.240 a 0.261
Dn). La muestra de las Vigas es morfologicamente distinguible respecto a las poblaciones del
centro. A pesar de la ausencia de una barrera fisiografica o climéatica mayor entre el Pico de
Orizaba y el Cofre de Perote, los distintivos genéticos de esta poblacion son relativamente
elevados (0.242 Dy) en comparacion con las poblaciones de San Bernardino y Tlaxco (0.539

Dn) que presentan aislamiento de por medio (Fig. 2).

14



Distancias de Nei 1 Rio Frio, Edo. México

0.020
2 Malinche, Puebla

B 3 Zempoala, Morelos P
0.022 -~ P. leprosa
4 Xometla, Veracruz P

- 0.167 5 San Bernandino, Puebla
‘ 6 Las Vi
———» gas, Veracruz
»I.sa —oarg = 7 Tlaxco, Puebla =

8 Villa Victoria, Edo. Me'xico]— P. longicauda

Fig. 2. Arbol de distancia (D) construido con los datos de electroforesis de siete poblaciones de P. leprosa y
una poblacién de P. longicauda (modificado de Lynch et al. 1983).

El segundo trabajo fue realizado por Parra (2002), quien presenta una hipétesis de relaciones
filogenéticas entre las especies del género Pseudoeurycea y taxa relacionados, basandose en
secuencias de los genes mitocondriales 16S, Cyt b y ND4. El anélisis incluye 27 especies de
Pseudoeurycea y muestras de los géneros monotipicos Lineatriton, Ixalotriton y Parvimolge.
Todos los anélisis resultaron en que Pseudoeurycea es parafilético, sin embargo existe apoyo
para tres clados. Uno de ellos es el grupo P. leprosa, el cual tiene un subclado que esta

formado por las dos poblaciones incluidas de P. leprosa y su grupo hermano P. lynchi.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Describir los patrones filogeogréaficos de Pseudoeurycea leprosa a lo largo de su rango de

distribucion empleando secuencias parciales del gen mitocondrial citocromo b.

Objetivos especificos

= Conocer la estructura genética de P. leprosa.

= Evaluar la correlacion entre distribucion geogréfica y patrones genéticos.
= Identificar unidades evolutivas a nivel genético.

= Estimar tiempos de divergencia de clados principales.

= Identificar poblaciones en riesgo de conservacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de datos de colecciones

Se realizaron dos tipos de consulta: en Internet de las principales colecciones internacionales y
visita a las colecciones nacionales con el objetivo de establecer las localidades donde se han

colectado ejemplares de P. leprosa.

5.2 Trabajo de campo

La eleccion de las localidades en el presente estudio se baso en los resultados obtenidos a
partir de las bases de datos de colecciones cientificas, en publicaciones y areas de distribucion
publicadas en Internet (INFONATURA, CAS, CM, FMNH, GMNH, KU, LACM, LSUMZ,
MCZ, MVZ, ROM, TCWC, TNHC, UCM, USNM, UAT, MZFC, CNAR, IPN, UATX. Los
acronimos y el nimero de ejemplares depositados en cada coleccion se presentan en el anexo
1). El criterio principal fue tener el mayor nimero de localidades posibles que formaran ya sea
parte de un continuo de bosque o que estuvieran aisladas. La distancia minima para considerar
que una localidad era diferente a otra fue de al menos 3 km dado que, en general las
salamandras pletoddntidas presentan una alta filopatria (Blaustein et al. 1994). Por ejemplo, el
rango maximo de movimiento para Ensatina eschscholtzii (Plethodontidae) fue de un
desplazamiento de 120 m en machos (Staub 1995). Se decidié obtener 5 muestras de tejido
(cola, higado o intestino) como minimo por localidad para el analisis genético. Se realizaron
transectos en zig zag para buscar ejemplares principalmente en barrancas himedas, bajo y

dentro de troncos podridos, entre la corteza de arboles caidos y tocones, bajo hojarasca y bajo
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piedras. Cada transecto abarco de 3 a 12 km dependiendo de la accesibilidad del area y la

cantidad de ejemplares encontrados.

Las localidades donde se obtuvo el nimero de muestras deseado en la primera blsqueda, ya no
fueron visitadas nuevamente. Las localidades donde se colectdé menos de cinco ejemplares
fueron visitadas nuevamente hasta tratar de completar el nimero deseado de muestras. En
algunos casos como Tlaxco, Tlaxcala (una muestra) o La Marquesa, Edo. Méx. y Zacualtipan,
Hidalgo (donde se reporta la presencia) se visitaron de dos hasta cinco veces en diferentes
épocas sin éxito, encontrando Unicamente ejemplares de Chiropterotriton sp. y P. cephalica.
Finalmente, se seleccionaron 24 localidades dentro del area de distribucion de P. leprosa
(Anexo II), mismas que fueron visitadas de junio de 2002 a marzo de 2005, principalmente
durante la época de lluvias. Se emplearon muestras de las 24 localidades (N=103; Fig. 3), de
las cuales seis son las mismas que las empleadas en el estudio de aloenzimas de Lynch et al.
(1983). Unicamente para la poblacion de San Bernandino, Puebla (que seria la séptima en el

trabajo de Lynch et al. (1983) no obtuvimos ejemplares.
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Fig. 3. Localidades muestreadas a lo largo de la Faja VVolcanica Transmexicana (localidades 1-23) y Sierra Madre del Sur (localidad 24).

1. Nevado de Toluca, 2. Texcalyacac, 3. Desierto de los Leones, 4. Parque Nacional Ajusco, 5. 8.5 oeste km de Santa Marta, 6. Parque Nacional
Lagunas de Zempoala, 7. Parque Nacional Popocatepetl, 8. Calpan Parque Nacional Iztaccihuatl, 9. Atzompa Parque Nacional Iztaccihuatl, 10. Llano
Grande Parque Nacional Zoquiapan, 11. Rio Frio Parque Nacional Zoquiapan,12. Nanacamilpa, 13. Poniente del Parque Nacional Malinche, 14.
Poniente del Parque Nacional Malinche poblacion 2, 15. Norte del Parque Nacional Malinche, 16. Oriente del Parque Nacional Malinche, 17.
Texmalaquilla, 18. Texmola, 19. Xometla 20. Las Vigas 21. Carretera a Teziutldn 22. Tlatlauquitepec, 23. Tlaxco, 24. Tres Mogotes.
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5.3 Protocolos de laboratorio.

Para obtener las secuencias del gen mitocondrial citocromo b se realizd el siguiente
procedimiento:

a) Extraccién de ADN genomico a partir de tejido (higado o cola) por digestion con
proteinaza K y siguiendo la técnica de fenol-cloroformo (Sambrook et al. 1989).

b) Amplificacion del gen citocromo b utilizando el oligo “forward” MVZ15 (GAA CTA
ATG GCC CAC ACW WTA CGN AA) y “reverse” MVZ 16 (AAA TAG GAA
RTATCA YTC TGG TTT RAT; Moritz et al. 1992). Las condiciones de amplificacion
a través la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fueron realizadas en un
volumen de 25 ul, con los siguientes parametros: 94 °C por 3 minutos, la alineacion
del oligo a 50 °C por un minuto, extension de la cadena a 72 °C por un minuto, se
regresa al paso dos por 38 ciclos, una extension final a 72 °C por 4 minutos y termina
con una temperatura final de enfriamiento de 4 °C. El producto se corrié en un gel de
agarosa al 1% con buffer 5x TBE y su subsecuente tincion con Bromuro de Etidio para
hacer las visualizaciones bajo la luz UV. Se usaron controles negativos para verificar
que no hubiera contaminacion.

c) Purificacién de productos de PCR. Se emple6 el protocolo de limpieza con etanol frio
al 70%.

d) Reaccion de secuenciacion. Esta fue realizada con BigDye Kit (Applied Biosystems,
Inc.; Foster City, CA) con 10 ng de producto de PCR en 10 volimenes de agua

bidestilada.
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e) Purificacion de la reaccion de secuenciacion. Se emplearon las columnas de
SEPHADEX en las cuales se filtrd la reaccion de secuenciacion.

g) Anélisis de muestras en secuenciador automatico, las muestras fueron leidas en el

secuenciador automatico ABI 3100. El gen citocromo b fue secuenciado en las

direcciones 5" y 3.

5.4 Alineamiento de secuencias

Las secuencias de cada muestra (forward y reverse) fueron alineadas con el programa
SEQUENCHER v.4.5; Gene Codes Corp. 2005) con un indice de ensamble minimo de 80%,
posteriormente cada secuencia completa (687 pb) fue alineada con el resto y los
electroferogramas fueron cotejados visualmente para detectar posibles errores. Se realizé la
traduccion a proteinas en MACCLADE v.4.05 OS X Classroom (Maddison y Maddison
2002) seleccionando el codigo genético para vertebrados para determinar la presencia de
pseudogenes y codones de terminacion. Asimismo, se revisd con este mismo programa cada
uno de los cambios en primeras, segundas, terceras posiciones, transiciones y transversiones y
se verifico su legitimidad con el electroferograma de la muestra. No se presentaron indels y

por tanto el alineamiento no fue ambiguo.

5.5 Anélisis de la informacién

Considerando que el citocromo b es un gen codificante de proteinas, se emple6 una prueba
para conocer la saturacion de bases de los datos antes de realizar los analisis de filogenia. Esta

prueba consistio en contrastar en una gréfica las distancias de las secuencias no corregidas “P”
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versus distancias corregidas por el modelo Kimura-2 (1980) para cada posicion del codén.
Esto fue hecho de manera separada por posicion y para transiciones y tranversiones para
conocer si algun tipo de sustitucion presentaba saturacion (Fig. 4). Los puntos en las gréficas
que caen sobre la linea Y=X tienen los mismos numeros de cambio por tanto no han sufrido
mutaciones multiples, los puntos que caen por debajo de la linea Y=X indican cambios
maltiples. La saturacion se alcanza cuando la divergencia de la secuencia no continGa en

incremento a pesar de que se utilicen estimaciones corregidas.

5.5.1 Reconstruccion filogenética

Los drboles filogenéticos fueron reconstruidos empleando los métodos de Mdxima Parsimonia
(MP), Méaxima Verosimilitud (MV) y la inferencia Bayesiana (BA). Para cada andlisis se edit6
la matriz de datos empleando una secuencia representante de cada haplotipo (las secuencias
repetidas y caracteres no informativos fueron excluidos). Los andlisis de MP y de MV fueron
implementados en el programa PAUPx* 4.0d81 (Swofford 2002). Para el andlisis heuristico de
MP se emplearon las siguientes opciones: los drboles iniciales por step-wise adition, la adicion
de las secuencias con 1000 replicas al azar y el método TBR (tree-bisection-reconnection). El
apoyo relativo de los nodos fue evaluado usando bootstrapping (bs, Felsenstein 1985)
empleando 1000 pseudoreplicas bootstrap con TBR branch swapping para MP y 100 para MV.
Se empled el programa MODELTEST v.3.7 (Posada y Crandall 1998) para encontrar el
modelo de sustitucidon de bases de ADN asi como los pardmetros estimados que mejor se
ajustaran a nuestros datos (no se incluyé el grupo externo). Dada la dependencia de Mdxima

Verosimilitud de un modelo explicito de evolucidn de secuencias, es conveniente saber en que
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momento se puede rechazar un modelo seleccionado. La eleccién del modelo fue tomada
después de medir el ajuste de los modelos a los datos observados comparando la verosimilitud
de un drbol con el efecto del modelo sobre los datos L,,, — L,.. para ello se uso Likelihood

Ratio Test.

La inferencia Bayesiana (BA) fue implementada usando MRBAYES v.3.1 (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003). Debido a que el modelo TIM+l no se encuentra especificado en
MRBAYES v.3.1, se emple6 MRMODELTEST v.2.2 (Nylander 2004) y se sigui6 el criterio
AIC para seleccionar el mejor modelo que fue el de Hasegawa, Kishino y Yano (1985; HKY).
Para correr el andlisis se emplearon los pardmetros default. Una cadena fria y tres cadenas
calientes a temperaturas default de 0.2 fueron las empleadas en el andlisis de Cadenas de
Monte Carlo Markov Metropolis (MCMC) iniciadas con arboles al azar por 1,000,000,
2,000,000, 5,000,000 y 8,000,000 generaciones, mismas que fueron muestreadas cada 100
generaciones. Se descartaron 3000 &rboles considerados como burn-in una vez que se reviso la
estabilidad de las cadenas importando el archivo de salida (.p) en el programa TRACER
v.1.4. Las probabilidades posteriores fueron calculadas después de que el algoritmo MCMC
comenzo a converger. Para asegurar que el anélisis no fué atrapado en un &rea local dptima, se
corrié tres veces de manera independiente y las topologias de los tres analisis fueron

comparadas para ver su congruencia.

5.5.2 Andlisis de diversidad nucleotidica y estructura genética

Las muestras de poblaciones de P. leprosa fueron combinadas en dos grupos para los analisis

subsecuentes. EI primer grupo (Clado I; Fig. 5) incluye muestras que se distribuyen a lo largo
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de la Faja Volcanica Transmexicana (FVT). El segundo grupo (Clado Il) presenta muestras
del norte de la FVT. Estos grupos fueron formados con base en su distribucion geogréfica y

similitud genética.

Los valores de diversidad nucleotidica (i), diversidad haplétipica (h) y el nimero de sitios
polimorficos (segregantes) fueron calculados con el programa ARLEQUIN 2.000 (Schneider

et al. 2000).

La estructura de la poblacion fue revisada a través de un Andlisis de Varianza Molecular
(AMOVA,; Excoffier et al. 1992), implementado en el programa ARLEQUIN v.2.000
(Schneider et al. 2000). Este analisis divide la varianza total en componentes aditivos
organizados jerarquicamente: dentro de poblaciones, entre poblaciones dentro de grupos y
entre grupos. Los resultados del AMOVA permiten conocer el grado de significancia de la
diferenciacion genética existente entre los componentes. Se calcularon las diferencias pareadas
(®) entre las poblaciones. Los valores de & fueron evaluados con 1023 permutaciones. Las
poblaciones fueron agrupadas de acuerdo a los clados identificados (Clado I, Clado II,
subclado Centro y subclado Este). Se realizaron tres AMOVA para diferentes niveles de

agrupamiento.

La distribucion espacial de la variabilidad genética fue examinada con el Analisis
Filogeogréfico de Clados Anidados (NCPA, Templeton et al. 1995). Debido a los recientes
debates sobre la efectividad del método (Knowles y Maddison 2002, Templeton 2004 y Petit

2007) en este estudio ejecutamos el NCPA siguiendo las dos formas actualmente disponibles:
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la construccion manual y de forma automatizada implementada en el programa ANeCA v.1.0

(Panchal y Beaumont 2007).

En la construccion manual, primero se gener6 una red de haplotipos empleando el estadistico
de parsimonia con un nivel de confianza de 0.95, implementado en el programa TCS 1.2.1
(Clement et al. 2000). El anidamiento de haplotipos se realizé de acuerdo con las reglas de
Templeton (1987) para agrupar los haplotipos de manera jerarquica hasta que el cladograma
completo fue incluido en una estructura anidada. El estado de punta o interior fue inferido a
partir de la posicion de cada haplotipo en la red. Para probar los efectos de eventos historicos
poblacionales (rango de expansion, colonizacion o fragmentacion) se analizé la estructura
anidada de los haplotipos con el programa GEODIS v. 2.5 (Posada et al. 2000). Se calculd la
distancia geografica promedio de los haplotipos al centro de cada clado, Ilamada distancia de
clado (D), esta distancia mide la distribucion espacial del clado. También se estimd la
distancia del clado anidado (D,) que cuantifica que tan lejos se ubica un haplotipo (o clado)
con respecto a aquellos haplotipos (o clados) con los cuales se ha anidado (Templeton 2004).
La correspondencia de los clados internos y externos con respecto a la estructura del clado
anidado para todos los haplotipos y su relacion con la distancia geografica fue determinada a
través de 10,000 permutaciones, obteniendo de esta manera la significancia estadistica para
aceptar o rechazar la hipétesis nula de no asociacion geografica. Para interpretar los resultados
se uso la clave de inferencia de Templeton (2004) actualizada hasta noviembre 11 de 2005

(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html) de las  asociaciones estadisticamente

significativas entre los clados y la distancia geografica.
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En la version automatizada del NCPA la primer etapa es generar la red de haplotipos
empleando TCS v1.18 a partir de un archivo nexus que incluye en la etiqueta de cada
individuo un numero que sefiala la localidad a la que corresponde. Este nimero en otro
archivo especifica la informacién geografica como tamafio de la muestra, latitud, longitud y
radio de cada localidad muestreada y areas habitables no muestreadas en el area de estudio. La
latitud y la longitud se escriben en grados decimales y el radio se especifica en km. El radio
mide el &rea del &mbito hogarefio. La segunda etapa es ejecutar el algoritmo de anidamiento
que requiere el archivo graph generado en TCS y el archivo que contiene la informacion
geogréfica. El algoritmo de anidamiento entonces reconstruye la red de haplotipos y crea un
perfil de la distribucion de la poblacidon. Siguiendo las reglas descritas en Panchal y Beaumont
(2007), el algoritmo de anidamiento crea un disefio anidado jerarquico (clados). A partir de
este disefio, se crean cuatro archivos de salida. El primero es el archivo de entrada para
GEODIS v2.2 (Posada et al. 2000), el segundo archivo es también un archivo de entrada para
Geodis pero la informacion geogréfica esta dada en forma de una matriz de distancias (en km).
El tercer archivo es una representacion del disefio anidado en sintaxis GML (el formato usado
por TCS para escribir el archivo graph). El cuarto archivo contiene un resumen del disefio de
anidamiento. El archivo de anidamiento provee los numeros de identificacion de cada
haplotipo/clado y el orden en que cada haplotipo/clado fue anidado, permitiendo verificar el
disefio del anidamiento. La tercera etapa calcula los estadisticos de distancia con GEODIS
v2.2 y su significancia a través de la permutacion. Y la Ultima etapa es la interpretacion
automatizada de la clave de inferencia que requiere los archivos de entrada y salida de
GEODIS v2.2, el disefio anidado GML vy el archivo de informacion geografica. La clave de

inferencia automatizada produce dos archivos de salida. ElI primero es un resumen de la
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distribucion de la poblacion, la distancia estadistica y su significancia. El segundo archivo de

salida contiene una serie de preguntas seguido de la inferencia de cada clado.

Se emple6é la prueba de Mantel (Mantel 1967) para evaluar un posible escenario de
aislamiento por distancia en los diferentes linajes de P. leprosa obtenidos durante los analisis
filogenéticos. La matriz de distancia geogréfica (en km) entre las muestras fue generada con el
programa GEODIS v.2.5 (Posada et al. 2000). La matriz de distancia genética (corregida con
MV) fue generada en PAUP: 4.0d81 (Swofford 2002). La prueba de Mantel se realizd con el
software GENALEX v.6.1 (Peakall y Smouse 2006) con 999 permutaciones para estimar la
probabilidad de una correlacion con un indice de confianza del 95%. Martinez-Solano et al.
(2006) mencionan la importancia de analizar visualmente las graficas obtenidas, ya que bajo el
modelo poblacional Stepping-stone, los escenarios de aislamiento por distancia reflejan un
equilibrio entre migracion, flujo génico y deriva génica. Por tanto las graficas proporcionan
informacion sobre el papel que juegan la deriva y el flujo génico sobre la distribucién espacial

de la variabilidad genética.

5.5.3 Dindmica historica de la poblacién

Se implement6 un andlisis de las diferencias pareadas de las secuencias (mismatch) en el
programa ARLEQUIN v.2.000 (Schneider et al. 2000). Este andlisis permite hacer inferencias
de eventos demogréficos antiguos, debido a que los cambios poblacionales tienden a dejar
marcas reconocibles en los patrones de diversidad nucleotidica (Rogers y Harpending 1992).
La genealogia de una poblacién en crecimiento constante o en equilibrio se espera que tenga

ramas largas y profundas y las mutaciones que ocurren en esas ramas pueden ser compartidas
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por diversos linajes que pueden resultar en una distribucion irregular de las diferencias
pareadas de las secuencias (distribucion multimodal). Por otro lado, la genealogia de una
poblacion que ha tenido un crecimiento sustancial tiene ramas largas terminales y las
mutaciones que ocurren en esas ramas (podrian ser muchas) generalmente especificas a un
linaje representadas en una distribucion unimodal. De esta manera las diferencias pareadas en

las secuencias contienen informacion acerca de la historia de la poblacion.

El ajuste de los datos al modelo de sitios infinitos y la prueba de neutralidad de McDonald-
Kreitman para evaluar seleccion entre los clados principales al comparar la proporcion de
sustituciones sinénimas y no sindnimas fueron calculados en DNASP 4.20.2 (Rozas et al.
2003). La prueba neutralidad de Fu (1997) y la D de Tajima (1989) fueron realizadas en cada
uno de los grupos identificados. Los resultados de estas pruebas son complementarios con el
andlisis mismatch, ya que si hay un valor negativo estadisticamente significativo, éste es
considerado como una sefial de expansion poblacional reciente. Las pruebas fueron ejecutadas

con 10,000 réplicas en ARLEQUIN v.2.000 (Schneider et al. 2000).

Se utiliz6 el programa FLUCTUATE (Kuhner et al. 1998) para estimar el tamafio poblacional
en los diferentes linajes encontrados en P. leprosa. El tamafio poblacional esta representado
por la tasa exponencial de crecimiento (g) y el valor de ® (4Neu para una poblacién diploide).
El método genera estimaciones de méaxima verosimilitud del parametro de g y su desviacion
estandar y es méas sensible al cambio demografico ya que valores bajos o negativos de ¢
indican si el tamafio de la poblacion esta disminuyendo. En el caso de los métodos de

distribucion pareada dicha estimacion puede fallar debido a que se confunde la influencia de la
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estructura genealdgica. Asi, una poblacion se considera en expansion si g > 3 SD (Lessa et al.
2003), ya que el método tiene un ligero sesgo a incrementar la estimacion de © debido a la
correlacion de los pardmetros (Kuhner et al. 1998). Se emplearon 10 cadenas cortas de 1000
generaciones y 10 cadenas largas de 20,000 generaciones con un valor inicial de g = 0. Se
realizaron 50 corridas adicionales con diferentes nimeros de semilla para corroborar la

consistencia en los datos.

5.5.4 Tiempo de divergencia

Se emple6 la prueba de Likelihood Ratio Test (LRT) para conocer si la variacion genética
entre los taxa del grupo P. leprosa tenia una tasa de evolucidn constante (reloj molecular
global). El likelihood ratio statistic (A) es la proporcion de verosimilitud entre la hip6tesis
alternativa (H;) y la hipotesis nula (Ho). Siguiendo la formula:
2A = Lisinreloj — Lo con reloj

Donde L; es la méxima verosimilitud de Hy, y Lo es la maxima verosimilitud de Ho. En el caso
de estas hipotesis (que se consideran anidadas), 2A se distribuye de manera similar a una Chi-
cuadrada (X?). Los grados de libertad (n-2, donde n es el n(imero de secuencias empleadas en
el analisis) constituyen la diferencia en el nimero de parametros de las dos hipétesis. El arbol
de verosimilitud (que incluye las 103 secuencias y no tiene grupo externo) fue obtenido con el
programa GARLI v.0.951 (Zwickl y Balhoff 2006) empleando los pardmetros default. El
arbol se enraiz6 en el programa TREEVIEW ppc v.1.6.6. (Roderic 1996), seleccionando la

secuencia de Tres Mogotes (que en los analisis filogenéticos presenta una posicion basal y

29



tiene la mayor divergencia genética) y posteriormente fue importado junto con la matriz de

caracteres a PAUP+ 4.0d81 (Swofford 2002) donde se ejecuto la prueba LRT.

El analisis de inferencia Bayesiano implementado en BEAST 1.4.6 (Drummond y Rambaut
2007) fue empleado para estimar el tiempo al ancestro comin mas reciente (TMRCA) en los
subclados identificados de ADNmt, los clados y para todo el grupo P. leprosa empleando una
matriz de datos (103 secuencias) sin grupo externo. También se empled una secuencia de P.
firscheini en un anélisis adicional para conocer el TMRCA entre P. leprosa y su grupo
hermano. Mueller (2006) report6 en pletodédntidos una de las varianzas mas grandes (entre
0.003 a 0.008/sitio/millén de afios) para el gen citocromo b respecto a la tasa de evolucion
molecular en comparacion con otros genes mitocondriales. Por tanto, para cubrir los rangos
encontrados por Mueller (2006), los tiempos de divergencia y sus intervalos de credibilidad se
escogio un modelo de reloj molecular relajado (Log normal no correlacionado, Drummond et
al. 2006) y no se emple6 una tasa de sustitucion fija sino que se le especifico en el Prior Mean
Rate una distribucién normal de 0.005 por sitio por millén de afios (equivalente a 1% de
divergencia entre dos secuencias por millon de afios) y una varianza de 0.001 que abarca de
0.003 a 0.008 sustituciones/sitio/millon de afios (0.6% a 1.6% por millon de afios).
Adicionalmente se realizdé un analisis fijando la tasa a 0.007/sitio/millén de afios (1.4% de
divergencia entre dos secuencias por millon de afios) para probar si bajo el escenario de una
tasa de sustitucion relativamente rapida, eventos geoldgicos y climéaticos recientes
(pleistocénicos) pudieron estar involucrados en la historia filogenética de la especie. Para cada
tasa de mutacion se emple6 el modelo de evolucion de secuencias TIM + | (especificado
manualmente en el archivo XML generado por el programa BEAUTY) y el modelo de

coalescencia Bayesiano Skyline con diez grupos y en el caso del Clado Il que cuenta con s6lo
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seis secuencias se emplearon cinco grupos. Los anélisis se realizaron con 30 millones de
generaciones, muestreando cada 1000 con varias corridas para optimizar los factores de
algunas funciones a priori que marca el programa. La convergencia y estabilidad de los

pardmetros fue revisado empleando TRACER 1.4 (Rambaut y Drummond 2007).

5.5.5 Evaluacidn de hip6tesis de fragmentacion genética

En el trabajo de Lynch et al. (1983) basado en el anlisis de aloenzimas, se encontraron
distancias genéticas muy grandes entre las poblaciones del Cofre de Perote (21) respecto al
Pico de Orizaba (19), a pesar de que actualmente no existe evidencia climética, geogréfica o
de distancia (70 km) que constituyan una barrera (Fig. 3). Distancias genéticas grandes
también fueron reportadas para la poblacion de Tlaxco (23) respecto al grupo central Malinche
(15) que se encuentra a solo 50 km (15), donde las condiciones climéticas y de vegetacion
para ambas localidades son similares. Con base en estas premisas y para conocer las relaciones
genéticas entre los linajes del norte (Cofre de Perote y Tlaxco) respecto a las poblaciones

centrales (Malinche y Pico de Orizaba), se plantearon las siguientes hipotesis:

a) Ho: Ha existido una fragmentacién reciente (cientos/miles de afios) entre las
poblaciones del norte (21 y 23) respecto a las del grupo central (15 y 19) y la alta

divergencia genética se debe a la retencion de haplotipos ancestrales.

b) Hi: La fragmentacién de la poblaciones del norte respecto a las del centro ha sido
antigua y, a pesar de la cercania geogréfica, entre estas poblaciones, no han estado en

contacto por mucho tiempo (millones de afios).
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Estas hipdtesis se probaron empleando el anélisis de arboles de genes vs. de arboles de
poblaciones usando el programa MESQUITE v.2.0.1 (Maddison y Maddison 2007). El
programa utiliza coalescencia para discernir entre topologias de arboles de genes dentro de
arboles de poblaciones. Para la ejecucion del programa, se incluy6 la matriz de datos y un
arbol de genes de Maxima Verosimilitud obtenido con el programa GARLI v.0.951 (Zwickl y
Balhoff 2006). Una vez cargada la matriz y el arbol, se incluyeron todas las secuencias de
ADNmt y estas fueron organizadas en cinco grupos principales. El grupo del centro
constituido por poblaciones poco diferenciadas (localidades 1 a la 16 en Fig. 3), el grupo del
este (localidades 17 a 19), el grupo del noreste (20-21), el grupo norte (22 y 23), y la
poblacion de Tres Mogotes (24) no incluida en el trabajo de Lynch et al. (1983). Se generd
una asociacion entre el bloque de poblaciones y el bloque de secuencias y se estimaron las
posibles topologias. La busqueda y eleccion de la mejor hipdtesis se realiz6 empleando el
criterio “Minimize Deep Coalescens Species Tree” que mide la discordancia entre el arbol de
genes y el arbol de poblaciones, asumiendo que esta discordancia se debe a un sorteo de

linajes incompleto.
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5.5.6 Tamafio efectivo de la poblacion.

Se estimd el tamafio efectivo de la poblacion (6 = 2uNg ) y la tasa de migracion (M = 2m Ng)
para las poblaciones del norte respecto a las del centro y este con el programa MIGRATE
2.1.3 (Beerli y Felsenstein 2001). El programa emplea una prueba de verosimilitud (likelihood
ratio test) junto con la teoria de coalescencia para evaluar los parametros. Asimismo, emplea
el analisis de Cadenas de Monte Carlo Markov Metropolis (MCMC) para hacer la basqueda a
través de la genealogia. Se suponen tamafios constantes efectivos para cada poblacion y
también permite tamafios diferentes, 10 cadenas cortas con 5,000 genealogias muestreadas por
cada una y tres cadenas largas con 50,000 genealogias muestreadas por cada una. Los
parametros de calentamiento fueron los default (2.0.) y se repitieron 12 corridas para verificar

la consistencia de los resultados.

6. RESULTADOS

Se obtuvieron 103 secuencias de 687 pb del gen mitocondrial citocromo b (cyt b). Sesenta y
dos caracteres fueron variables de los cuales 61 fueron filogenéticamente informativos. Se
determind la presencia de un total de 31 haplotipos Unicos. No hubo inserciones ni deleciones.
La composicion de nucledtidos presenta mayor proporcion A-T (A 0.28, T 0.35, C0.22y G
0.15). El 92% de todas las mutaciones fueron transiciones y el 8% fueron transversiones. El
85% de los cambios ocurrieron en la tercera posicién del codon, las mutaciones de las
primeras y segundas posiciones presentan cambios de 13% y 2%, respectivamente. Los
resultados de las distancias no corregidas “P” versus distancias obtenidas con el modelo

Kimura-2 (Kimura, 1980) para cada posicion de coddén mostraron que las relaciones son
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lineales para las primeras y segundas posiciones en transiciones. La tercera posicion en
transiciones esta ligeramente desviada del patron linear, sin embargo se considera bajo el nivel

de saturacion de las bases (Fig. 4), por tanto se dio el mismo peso a todos los cambios.

La divergencia (P) entre los haplotipos de P. leprosa varié entre 0.146% y 5.205%. La
divergencia (P) de las secuencias entre el grupo externo (P. firscheini) y el grupo interno varié

entre 6.63% y 8.51% (Anexo Il1).
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Fig. 4. Graficas de saturacion de las secuencias (no corregidas) en transiciones y transversiones en primeras,
segundas Yy terceras posiciones contra estimaciones de diferencias por pareja obtenidas con Kimura 2 pardmetros
para la misma clase de sustituciones.

6.1 Andlisis filogenético

La busqueda heuristica de MP identifico 4128 &rboles igualmente parsimoniosos (L = 227

pasos; indice de consistencia = 0.55; indice de retencion = 0.64). El consenso estricto de esos

arboles y los valores de apoyo de Bootstrap (bs) para los nodos se muestran en la figura 5. En

este analisis se identificaron dos clados principales para el grupo P. leprosa, los cuales fueron

34



denominados Clado I y Clado II; la monofilia de los clados tuvieron apoyo de bajo a
moderado (bs = 57 para el Clado I; y bs = 77 para el Clado Il). La distancia genética
(corregida MV) entre los clados | y Il fue de 2.3% entre las poblaciones de Tlaxco (23) y

Atzompa (9) hasta 3.4% entre las localidades de Las Vigas (20) y Rio Frio (11) [Anexo I11].

Las muestras del Clado I se distribuyen ampliamente en el centro y este del sector Oriente de
la Faja Volcanica Transmexicana (FVT). La distribucién geogréfica de las poblaciones del
clado abarcan aproximadamente 280 km en linea recta (direccion oeste-este) desde la
localidad de Nevado de Toluca (1) en el Estado de México hasta Xometla (19) en el estado de
Veracruz (Fig. 3). Las distancias genéticas (corregidas MV) dentro del Clado | van de 0 a

1.7% (entre el Nevado de Toluca [1] y Xometla, Veracruz [19]).

El Clado I esta conformado a su vez por dos subclados con valores de apoyo bajos. Por una
parte el subclado Este conformado por las poblaciones Texmalaquilla, Texmola y Xometla
(17, 18 y 19) en los limites de los estados de Puebla y Veracruz con un valor de apoyo bajo (bs
= 69) y una divergencia de 0.14 a 0.43% entre las muestras. El subclado Centro tiene un valor
de apoyo bajo (bs = 60) y se caracteriza por la no resolucion dado que forma una politomia. La

divergencia entre las secuencias al interior del clado varia de 0.14 a 0.87%.

El Clado Il esta conformado por las poblaciones que se distribuyen en la region norte del
sector Oriental de la FVT, y abarca aproximadamente unos 100 km en linea recta (direccion
este-oeste) desde la localidad de las Vigas (20) en Veracruz hasta la Sierra de Tlaxco (23) en
el limite de los estados de Tlaxcala y Puebla (Fig. 3). Los valores de apoyo son moderados

para el Clado Il (bs = 77) y las relaciones entre los haplotipos al interior del clado no
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corresponden con su distribucion geogréfica ya que los haplotipos (ab y af) de Tlatlauquitepec
(23), se agrupan cada uno en subclados diferentes (Fig. 5). La menor distancia genética es de
0.2% y ocurre dentro de la poblacion de Las Vigas (20) y la distancia genética mas grande es
de 2.7% entre Tlatlauquitepec (22) y Las Vigas (20) y entre los haplotipos de Tlatlauquitepec

(aby af).

El andlisis también revela que hay dos haplotipos basales a los clados I y II. El haplotipo Y
presente en la localidad de Las Vigas (20) y en Teziutlan (21) tiene una divergencia maxima
de 3.2% con respecto a los haplotipos ac y ad de Las Vigas (20). El haplotipo Z presente en la
localidad de Tres Mogotes (24) esta ubicado 110 km al sur de Las Vigas, es la unica localidad
que queda fuera de la FVT, es la poblacién més basal a todo el grupo y presenta una distancia

genética maxima de 5.2% respecto al Clado II.

Thorius sp.

Pseudoeurycea bellii

Pseudoeurycea lineola

93 Pseudoeurycea lynchi
24) 7
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Fig. 5. Arbol de consenso estricto (Maxima Parsimonia) para 31 haplotipos (L= 227 pasos; 1C=0.55; IR = 0.64).
Los valores de apoyo de Bootstrap se muestran en la parte superior de los las ramas. Para cada haplotipo se
sefiala la localidad donde se encontrd y se le asigné una/s letra/s para identificarlo, misma/s que se muestran a la
derecha. Los nimeros en el paréntesis estan relacionados con el mapa de la Fig. 3.
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Fig. 6. Arbol de Maxima Verosimilitud estimado con el modelo de sustitucion TIM+I para 31 haplotipos. Arriba
de las ramas se indican los valores de Bootstrap de ML. Por debajo de las ramas se indican las probabilidades
posteriores del andlisis Bayesiano. Los nimeros en el paréntesis estan relacionados con el mapa de la Fig. 3.

El resultado de la prueba Hierarchical Likelihod Ratio Tests (hLRTs) indicé el modelo de

Tamura y Nei + Sitios Invariables + distribucion Gama (TrN+I+G) como el mds adecuado.
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Mientras que por el Criterio de Informacion Akaike (AIC) fue seleccionado el Modelo
Transicional + Sitios Invariables (TIM+]). De ambos modelos, se escogié el modelo TIM+I
para realizar los andlisis debido a que en la prueba de Likelihood Ratio Test fue el modelo con
mejor ajuste. El andlisis de Maxima Verosimilitud gener6 un arbol Gnico. Se recuperaron los
mismos clados principales que en MP y la principal diferencia entre ellos fueron cambios
minimos en la posicion de las ramas internas dentro de cada clado. Los analisis de Bootstrap
muestran un apoyo bajo al Clado Il (bs = 68) y al subclado Este (bs = 62) mientras que el resto

de los grupos tuvo valores menores al 50% (Fig. 6).

Las cuatro corridas independientes del andlisis Bayesiano (1000, 2000, 5000 y 8000
generaciones) convergieron en estimaciones similares. La verosimilitud después del “burn-in”
no presenta cambios significativos entre las generaciones de una misma corrida. La topologia
resultante es similar al andlisis de MV recuperando los mismos clados. Se observé un apoyo
alto de probabilidades posteriores (PP) en el drbol de consenso de 5000 drboles para la
posicién del haplotipo Z (PP = 100) de la localidad de Tres Mogotes, la posicién del haplotipo
ancestral Y (PP = 99) de la localidad de Las Vigas, el Clado I (PP = 100), un subclado del
Clado 11 (PP = 100) conformado por tres haplotipos (ad, ac y af) y el subclado Este (PP =

100). Las probabilidades posteriores de los nodos recuperados se muestran en la figura 6.

6.2 Anélisis genético
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No se encontraron sitios con mas de un cambio al comparar todas las secuencias, con lo cual
los datos se ajustan al modelo de sitios infinitos. El resultado de la prueba de neutralidad de

McDonald-Kreitman muestra ausencia de seleccion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Divergencia y polimorfismo para diferencias sinénimas y no sinénimas.

subclado Centro
Clado I vs Clado 11 Vs
subclado Este

Divergencia Polimorfismo Divergencia Polimorfismo
Sinénimos 1 34 2 15
No sinénimos 0 8 0 5

La diversidad nucleotidica () y haplotipica (h) varié entre 0.002/0.750 en el subclado Este y
0.017/0.933 para el Clado Il (Cuadro 2). La diversidad haplotipica para todo el grupo fue alta

(0.939). Se encontro un total de 8.88% sitios polimdrficos (segregantes).

CUADRO 2. Diversidad genética por linaje identificado en el analisis filogenético.

Linaie No. de Diversidad Sitios Diversidad
ADNﬂnt N haplétipos haplotipica  polimdrficos  nucleotidica
(h) (S) ()
0.006
Clado | 0.926
92 24 (0.013) 29 (0.003)
Subclado 0.913
Centro o4 20 (0.016) 23 0.004 (0.002)
Subclado . . 0.750 ; 0.002
Este (0.139) (0.001)
0.933
Cladoll 5 5 0.121) 22 0.017 (0.010)
0.010
Toda la 0.939
distribucion 1% 31 (0.011) 61 (0.005)

La desviacion estandar se muestra entre paréntesis.
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CUADRO 3. Andlisis de varianza molecular (AMOVA).

ANALISIS GL V(%) Physt P vs Fst P
AMOVA 1 Entre grupos (Clado I, Clado 1 74.09 D5y =0.965 0.000 > Fg=0.719 0.000
1))
Entre poblaciones dentro de 20 2249 D5 =0.868 0.000 > Fg.=0.728 0.000
grupos
Dentro de poblaciones 76 3.42 ®cr=0.740 0.000 > F,;=-0033 0.712
AMOVA 2 Entre Grupos del Clado | 1 61.19 ®sr=0.970 0.000 > Fg=0.744 0.000
(subclado Centro y subclado
Este)
Entre poblaciones dentro de 17 3581 D5 =0.922 0000 > Fg.=0.749 0.000
grupos
Dentro de poblaciones 73 3.00 ®cr=0.611 0.000 > F,=-0017 0.679
AMOVA 3 Entre poblaciones dentro de 2 2939  ®s=0293 0168 > F,;=0.214 0.289
un solo grupo: el Clado I1.
Dentro de poblaciones. 3 70.61
indices especificos por
poblacion al interior del
Clado II:
Tlaxco _ Dy =0.679 = Fs=0.642
Tlatlauquitepec ®Dsr =0.596 >  Fs=0.091
Las Vigas Ds;r =-0.036 < Fg=0.153

Valor de P < 0.05
G.L. = Grados de libertad.
Subindices: ST = muestra/total; SC = muestra/grupos; CT = grupos/total

Se indica la existencia de flujo reciente si st es mayor que Fsr; flujo génico antiguo si @sr es menor que Fsr

o ausencia de flujo si ®sy es igual que Fsr .

Los resultados del AMOVA sugieren que la mayor parte de la varianza se encuentra entre

grupos (74.09%) y entre las poblaciones dentro de grupos (22.49%) solo para el Clado II la

varianza se encuentra dentro de poblaciones (70.30%) [Cuadro 3]. En general para todos los

grupos se encontrd flujo génico reciente excepto para la poblacién de Las Vigas que mostrd

evidencia de flujo génico antiguo. La poblacion de Tlaxco que aparece sin flujo génico se

debe a que solo se tiene colectada una muestra.

6.3 Dindmica historica de la poblacién
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6.3.1 Red de haplotipos

Considerando un limite de confianza de 95% para el algoritmo de parsimonia (Templeton et
al. 1987), de los 31 haplotipos identificados para todo el grupo de P. leprosa solamente 24
haplotipos (de 19 localidades) del Clado I pudieron ser conectados. Los cinco haplotipos del
Clado II (aa, ab, ac, ad y af), el haplotipo ancestral (Y) de las localidades de Las Vigas,
Teziutldn, Tlatlauquitepec y Tlaxco ubicados en la porcién norte de la distribucién de P.
leprosa 'y el haplotipo de la localidad de Tres Mogotes (Z) ubicado en el sureste, quedaron
fuera del limite de confianza del 95% (Fig. 7). Todos los haplotipos del grupo P. leprosa se
unen formando una sola red cuando el limite de confianza se disminuye al 90%, pero al hacer
el andlisis de todo el grupo, los resultados son los mismos a los obtenidos con un limite de
95% de confianza para los haplotipos del Clado I y no son significativos para los haplotipos
del Clado II ni para los haplotipos mds basales Y y Z. Los 24 haplotipos del Clado I fueron
conectados por 14 haplotipos inferidos (no observados). En la construccién manual, un total
de 12 clados paso-1 fueron identificados, de los cuales siete contienen mds de un haplotipo
observado (cinco clados paso-1 presentaron un solo haplotipo). El cladograma quedé
completamente anidado en el clado paso-4 que incluyé todos los haplotipos del Clado I. La
red de haplotipos fue concordante con los andlisis filogenéticos estimados. Los clados
anidados 3-1 y 3-2 correspondieron exactamente a los clados del Centro y del Este
identificados en las reconstrucciones filogenéticas (Fig. 8 I). Los haplotipos del clado anidado
3-1 (subclado Centro en la filogenia) se distribuyeron ampliamente ocupando 19 localidades
desde el Parque Nacional Malinche en los limites entre Tlaxcala y Puebla hasta las faldas del

Parque Nacional Nevado de Toluca. Los haplotipos del clado anidado 3-2 (subclado Este en la
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filogenia) quedaron confinados a tres localidades en las faldas del Parque Nacional Pico de
Orizaba y presentaron diferencias de hasta cinco pasos mutacionales respecto al clado 3-1.
Tres clados anidados presentaron asociaciones geograficas significativas como resultado de la
prueba de contingencia. La amplia distribucion geografica de los haplotipos del clado 2-5 y 3-
1 dio como resultado “colonizacion a gran distancia” e incluy6 haplotipos de la porcién oeste
y centro de toda la distribucidn. Esta inferencia se correlaciona con la pobre distribucion del
haplotipo mds comtin, designado como “A”, que fue encontrado tnicamente en 19 individuos
de cinco localidades ubicadas en las montafias [ztaccihuatl y Malinche en el clado Centro. La
red de haplotipos mostré que los terminales de los clados se distribuyen mds ampliamente en
la geografia que el haplotipo ancestral (A) sugiriendo ampliacién del rango de distribucion.
Fragmentacion alopdtrica fue el patron inferido para explicar la distribucién de todos los

haplotipos en el cladograma total (Cuadro 4, Anexo IV).

CUADRO 4. Inferencias demogréficas a partir del Anélisis de Clados Anidados realizada de modo manual
(Templeton 2004) y automatizada (Panchal 2007) en Pseudoeurycea leprosa.

2
Clado Signhz?cativa Guia de inferencia Patron inferido

_ 1-8 13 1-2
s 2-2 9 1-19-20-no
s 2-3 10 1-19-20-no
= 2-4 11 1-19-20-no
-§ 2-5 56 1-2-3-5-15-21 si Colonizacién a gran distancia
S 3-1 420 1-2-11-12-13 si Colonizacion a gran distancia

Cladograma Total 92 1-19no Fragmentacidn alopatrica

1-10 13 1-19-20-no

° 2-1 9 1-19-20-no
i 2-2 10 1-19-20-no
= 9.3 56 1-19-20-2-11-12-13- Colonizacién a gran distancia y/o antigua
g 14-no fragmentacidn no necesariamente excluyentes
% 2-4 7 1-19-20-no
< 2-5 9 1-19-20-no
S 3-1 79 1-19-20-no
S 3-3 76 1-2-10

Cladograma Total 184 1-2-11-12-13-14-n0 Colonizacién a gran distancia y/o antigua

fragmentacidn no necesariamente excluyentes
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Fig. 7. Red de haplotipos ubicado en la geografia. Se emple6 el programa TCS a un nivel de confianza del 95%. Los circulos negros significan
haplotipos faltantes.

A. Parque Nacional Malinche-Parque Nacional Iztaccihuatl (8, 13, 14, 15 y 16); B. Poniente del Parque Nacional Malinche (14); C. Calpan Parque
Nacional Iztaccihuatl (8); D. Norte del Parque Nacional Malinche (15); E-F. Atzompa Parque Nacional Ixtaccihuatl (9); G-H-I. Llano Grande Parque
Nacional Zoquiapan (10); J-K. Parque Nacional Popocatepetl (7); L. 8.5 oeste km de Santa Marta (5); M-N. Nanacamilpa (12); O. Rio Frio Parque
Nacional Zoquiapan (11); P. Parque Nacional Ajusco (4); Q. Parque Nacional Lagunas de Zempoala (6); R. Nevado de Toluca (1); S. Texcalyacac (2);
T. Desierto de los Leones (3); U-V. Texmalaquilla (17); W. Texmola (18); W-X. Xometla (19); Y-ac-ad. Las Vigas (20; Y. Carretera a Teziutlan; ab-
af. Tlatlauquitepec; aa. Tlaxco; Z. Tres Mogotes. 44
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Fig. 8. Reconstruccién de NCPA. I) Manual. La inferencia para el cladograma total fue fragmentacion I1)
Automatizada. La inferencia fue colonizacién a gran distancia o antigua fragmentacién. Las letras
denotan los haplotipos encontrados. Las redes y sus respectivos anidamientos se ven a detalle en el anexo
V.
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En la reconstruccion automatizada realizada por el programa ANeCa v1.0 (Panchal and
Beaumont 2007), un total de 17 clados paso-1 fueron identificados, de los cuales cinco
contuvieron mas de un haplotipo observado (11 clados paso-1 presentaron un solo
haplotipo y un clado no contiene haplotipos). La red de haplotipos concuerda en parte
con los clados estimados en la filogenia. Los clados 3-1 y 3-2 constituyeron el clado del
Centro y el clado 3-3 al clado del Este (Fig. 8 Il). Tres clados anidados presentaron
asociaciones significativas, la inferencia para el clado 2-3 indic6é colonizacion a gran
distancia. El clado 3-1 (diferente en cuanto a nimero de haplotipos incluidos respecto al
clado 3-1 de la construccion manual), presentd fragmentacion alopétrica. El patrén
inferido para el cladograma total fue colonizacion a gran distancia o fragmentacion

pasada (no necesariamente excluyentes; Cuadro 4, Anexo V).

Las diferencias encontradas en el NCPA se deben principalmente a la forma en que se
rompen los ciclos (reticulaciones). Como el proceso de evolucidén no puede crear estas
reticulaciones, entonces uno o algunos de los enlaces son falsos y no se conoce cuél es
el verdadero. Por lo tanto, se deben seguir una serie de criterios para romperlos, para lo
que Pfenninger y Posada (2002) sefialan tres criterios: a) Criterio de frecuencia: los
haplotipos se conectan a los de mayor frecuencia que a los haplotipos Unicos. b)
Topoldgico: los haplotipos se conectan con mayor probabilidad a haplotipos interiores
que a haplotipos terminales y c¢) Geogréafico: los haplotipos se conectan con mayor
probabilidad a haplotipos de la misma localidad que a los haplotipos distantes. En el
anidamiento manual se emplearon estos criterios para romper la reticulacion entre los
haplotipos A, T M y N. El haplotipo mas frecuente fue el A, que es interior, el mas
alejado fue T y éste se uni6 con A y con M. Los haplotipos M y N pertenecen a la

misma localidad, asi que la unién se rompi6 entre T y M. EIl programa ANeCA rompio

46



la reticulacion en el enlace de M y N (que son de la misma poblacién) y agrupé el
haplotipo M con el T (que son geograficamente distantes) en el clado 2-1; ello modificd
todo el anidamiento y, como consecuencia, se generaron tres clados nivel 3 en lugar de
los dos generados en la fase manual (Fig. 7). Ello ocasiond una diferencia en el nimero

de inferencias (tres en la manual y dos en la automatizada).

Las pruebas de Mantel empleadas para evaluar la asociacion geografica y genética y
para conocer la relacion entre flujo génico y deriva (denotado por el valor de R?),
resultaron no significativas para tres de las cuatro pruebas realizadas en los diferentes
linajes (Fig. 9). El Clado | presentd una asociacion significativa (P> 0.001) entre la
geografia y la variabilidad genética. El Clado Il revel6 un patrén de equilibrio entre
flujo génico y deriva (R? = 0.01) con distancias genéticas muy grandes (hasta 3.5%). El
subclado Centro presenté el mismo patrén de equilibrio (R? = 0.01) pero con distancias
genéticas pequefias (1%). El subclado Este presenté valores no significativos (R? =

0.60).
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6.3.2 Distribucién mismatch y pruebas de neutralidad
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Fig. 9. Resultados de las pruebas de Mantel para los clados detectados en la filogenia.

Las graficas de distribucion mismatch en general fueron multimodales para el grupo P.

leprosa (Fig. 10A) asi como para todos los linajes. Los valores de probabilidad (P) de la

48



suma de la desviacion cuadrada (SSD) y el “Harpending’s Raggedness Index” (HRI)
fueron significativos para casi todos los grupos (Cuadro 5). En todos los casos, las
curvas de la distribucion mismatch sobrepasaron los intervalos de confianza a cualquier
valor de P (alfa 0.01, 0.05 6 0.1), lo que sugiere que ningun linaje examinado se
encuentra en expansion (Fig. 10). La distribucion mismatch del Clado I (Fig. 10 B)
presenta un menor numero de curvas (tres) sin muchas diferencias (mutaciones) en
comparacion con el Clado Il (Fig. 10 C) que presenta maltiples curvas y diferencias
profundas. El subclado Centro y el subclado Este presentan el menor nimero de curvas
(Figs. 10 D y 10 E). La prueba D de Tajima generd resultados similares para estos
grupos (ningun valor fue significativo). El estadistico Fs de Fu resultd en valores

negativos estadisticamente significativos para el Clado | y el subclado Centro.

Cuadro 5. Valores de confiabilidad (SSD y HRI) para la distribucion mismatch (< = 0.05) donde
<-=Significativo = la poblacion no esta en expansién. Para Fs de Fu y D de Tajima = Prob. Fs simulada
<= Fs observada) = * Significativo = La poblacion experiment6 una expansion.

Linaje SSD P HRI P Fs de Fu D Tajima
Clado | 0.01 0_04<> 0.05 0_03<> -6.865 (0_015)* -0.831 (0.230)
Subclado Centro 0.02 0.02% 008 0.01% -5.748 (0.038) * -0.826 (0.232)
Subclado Este 0.01 0_04<> 0.05 0_03<> -0.283 (0.346) 1.600 (0.970)
Clado II 016  go1¥ 044 0.1 1.110 1.495
(0.622) (0.964)
Poblacion total 001 014 0.04 004" -6.040 (0.080) -1.271 (0.086)
Todas las secuencias de P. leprosa
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Fig. 10. Graéficas de distribucion pareada (mismatch).

6.3.3 Estimaciones con coalescencia

Las estimaciones con base en el método de coalescencia implementado en el programa
FLUCTUATE v.1.4 (Kuhner et al. 1998) para detectar cambios demogréaficos histéricos
(expansidn) no resultaron significativos para ninguno de los linajes de P. leprosa (Fig.
11). Los resultados obtenidos para todo el grupo P. leprosa no indican crecimiento

poblacional significativo (g<3 SD) con el 99% de las repeticiones por debajo de la linea
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de expansion. El Clado | presentd algunos valores de verosimilitud que caen sobre la
linea de expansién de la poblacion (g>3 SD). Estos valores representan el 8% del total
de las repeticiones y todos ellos tienen una varianza grande (los circulos unidos
representan el maximo y el minimo de la verosimilitud estimada y la linea que los une
es la varianza asociada). El resto (92%) de las repeticiones caen por debajo de la linea
de significancia para detectar expansion poblacional. EI Clado 11 present6 un patron de
estabilidad de la poblacion con el mayor nimero de repeticiones (60%) cercanos la linea
de equilibrio (sefialada en la gréafica con el nimero 1). El 17% de las repeticiones
cayeron por debajo de la linea de equilibrio y el 23% son valores negativos (no
mostrados en la grafica). Los valores negativos o muy pequefios son considerados como
sefial de reduccion del tamafio poblacional (Kuhner et al. 1998). El subclado Centro
presenta el 99% de las repeticiones cayeron por debajo de la linea de expansion. El
subclado Este presenta la mayor varianza. La mayor parte del nimero de repeticiones
(70%) de este clado cayeron por debajo de la linea de expansion. EI 10% de las
repeticiones presentaron una ligera tendencia hacia la zona de declive con valores muy

pequefios y el 20% de las repeticiones fueron negativas (no mostradas en la grafica)

[Fig. 11].
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Fig. 11. Patrones del pardmetro de crecimiento exponencial (g) para los principales linajes de P. leprosa
obtenidos con el programa FLUCTUATE (Kuhner 1998). Las estimaciones se repitieron 50 veces para
cada grupo. Los puntos por encima de 10° (barra negra) son considerados significativos = g<3 SD =
expansion de la poblacién.

Las reconstrucciones de la demografia histdrica empleando inferencia bayesiana

(Skyline) mostraron escenarios similares para todos los clados (Fig. 12). Se aprecian

tamafios poblacionales constantes a través del tiempo que decrecen en tiempos

recientes. Este detrimento poblacional comienza hace 150 mil afios y esta estimacion no

varia si consideramos una tasa de mutacion lenta (4% de divergencia), una tasa media

(8%) o una tasa rapida (1.6%).
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Fig. 12. Graficas generadas por inferencia Bayesiana “Skyline” para los principales linajes de P. leprosa
a una tasa de mutacion por sitio por millon de afios de 0.004, equivalente al 8% de divergencia entre dos

secuencias por millén de afios.

6.4 Estimaciones del tiempo de divergencia

Las relaciones de coalescencia hacia el ancestro comin maés reciente (TMRCA) de P.

leprosa respecto a su grupo hermano P. firscheini, considerando una tasa de mutacion

media de 8% de divergencia, fue de 13.56 Ma. Todas las poblaciones de P. leprosa

convergen a 4.8 Ma. Las 19 poblaciones del Clado | mostraron un tiempo de

coalescencia de 1.7 Ma, mientras que las cuatro poblaciones que constituyen el Clado 11

presentan un tiempo de ancestria mas profundo (2.6 Ma). Una segunda estimacion

empleando una tasa fija de sustitucion a 1.4% de divergencia redujo el tiempo al

TMRCA de P. leprosa respecto a su grupo hermano a 6.224 Ma. Lo mismo sucede con

los clados al interior del grupo. Los tiempos al TMRCA de los linajes restantes
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estimados con dos modelos de sustitucion (el determinado por MODELTEST v.3.7 y
por MRMODELTEST v.2.2) y con la tasa de sustitucion fija a 1.4% de divergencia se

muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Estimaciones del tiempo de divergencia en millones de afios (Ma) para los clados de P.
leprosa. Se presentan valores con un intervalo de confianza del 95%.

MODELO HKY MODELO TIM+I Tasa fija
(rdpida)
Linaje Media 95% CI Media 95% CI Media
8% 8% 1.4%
Pseudoeurycea leprosa + 13.556 5.896-23.143 - - 6.224
P. firscheini
Pseudoeurycea leprosa 4.868 2.196-8.140 5.086 2.260-8.503 3.371
Clado I + Clado Il + haplotipo 4.496 2.030-7.653 4.637 2.038-7.913 3.11
Y
Clado | + Clado Il 4.361 1.955-7.599 4.294 1.911-7.379 2.035
Clado | 1.715 0.627-3.046 1.728 0.606-3.158 1.14
Clado Il 2.687 0.735-5.485 2.758 0.625-5.820 1.34
Subclado Centro 0.933 0.368-1.645 1.006 0.373-1.810 0.547
Subclado Este 0.432 0.057-0.951 0.424 0.044-0.939 0.263

6.5 Evaluando hipotesis de fragmentacion genética

Un total de 105 &rboles de genes vs. de arboles de poblaciones fueron generados en el
programa MESQUITE v. 2.01 (Maddison y Maddison 2007). Estos arboles constituyen
todas las posibles hipétesis de relacion genética-geogréafica incluyendo la hipotesis nula.
Los resultados del analisis mostraron que la hipdtesis que mejor explica la relacion entre
los cuatro grupos (menor costo coalescente) es la que considera a dos grandes grupos
aislados (Fig. 13). En el grupo que comprende poblaciones del Cofre de Perote y de
Tlaxco se puede ver un sorteo de linajes incompleto, el cual corresponde al Clado Il en
la filogenia. También se puede observar que el grupo del Cofre de Perote tiene una alta
divergencia resultado de la separacién desde la raiz del grupo. Respecto a la region del

pico de Orizaba y el grupo central donde las divergencias son menores, estas no
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presentan sorteo de linajes. La poblacion de Tres Mogotes permanece basal a ambos

grupos.

6.6 Tamafio efectivo de la poblacion

Los valores de Ne historico estimados con el programa MIGRATE 2.1.3 (Beerli y
Felsenstein 2001) para los principales clados encontrados en la filogenia fue el
siguiente: el valor del Clado Il fue el mas elevado (aprox. 20 000), seguido del valor del
subclado Centro (aprox. 5000) y finalmente en valor mas pequefio se obtuvo para el
subclado Este (aprox. 2000; Fig. 14). Se observé también que la proporciéon de
migrantes ocurre de manera asimétrica en direccion del subclado Centro hacia el
subclado Este y del subclado Centro hacia el Clado Il (Cuadro 7). No se observo sefial
de migrantes entre las poblaciones del Cofre de Perote (inmersas en el Clado 1) y las

del Pico de Orizaba (subclado clado Este).

TLAXCO GRUPO PICO DE COFRE DE
CENTRAL  ORIZABA PEROTE No hay barrera
) geogrdfica o climadtica
i £ evidente
B0km) uza (70km) gugy -

“ o (50 km)
\/

Tres Nfdgotes

Contained Tree
1

Sorteo de linajes

. 4— incompleto

PAUP 1
Deep coalescence cost: 48
or: 99 Duplications, 50

HO: Fragmentacion reciente
Extinctions

A y la divergencia se debe a Pt
W retencion de haplotipos etneions | {ieineed Traes CTiaes *Traes
ancestrales | |leprosa.best.tre™ from file
COFRE DE TLAXCO PICO DE GRUPO
PEROTE ORIZABA CENTRAL
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1
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“ ot Mleprosa.best.tre™ from file
z1

Fig. 13. Arboles de genes en arboles de poblaciones. A) Hipotesis nula. B) Mejor hipGtesis alternativa
estimada con el criterio “Minimize Deep Coalescence Tree Species”.
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Fig. 14. Graficas de Ne para clados detectados en la filogenia.

Cuadro. 7. Numero de migrantes Nem calculado en el programa MIGRATE.

Nem Desde
Theta Hacia Subclado Centro Subclado Este Clado I1
0.01097 Subclado Centro - 0 0
0.01667 Subclado Este 103. 3691 - 0
0.00611 Clado 11 44.3691 0 -
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7. DISCUSION

Pseudoeurycea leprosa es uno de los pocos ejemplos de salamandras pletoddntidas con
amplia distribucion en México; las Unicas otras dos especies con amplia distribucién
son P. bellii y P. cephalica. El resto de especies de pletodontidos presentan una
distribucion considerablemente menor y en muchos de los casos Unicamente se le
conoce para la localidad tipo. La especie P. leprosa fue una de las primeras en
describirse (Cope 1869), y representa a la especie tipo del género Pseudoeurycea (ver
Anexo V). Sin embargo, es hasta afos recientes cuando se intenta conocer la historia
natural de la especie generandose informacion sobre alimentacion, reproduccion (Uribe
et al. 1999, Bille 2000), uso de microhébitat, estructura de edades (Garcia-Vazquez et
al. 2005) y especies que la parasitan (Falcon et al. 2007). Esos estudios han sido
confinados a las poblaciones del centro (Malinche e lztaccihuatl), quedando fuera las
que presentan divergencia mas notable como Las Vigas, Tlatlauquitepec, Tlaxco y Tres
Mogotes. A pesar de ese esfuerzo, ain no se tiene informacién sobre de la historia
natural de P. leprosa como el nimero de puestas al afio, cuidado parental, longevidad de
los organismos y etapa reproductiva. Esta informacion es indispensable para hacer
estimaciones de tiempos de divergencia tomando en cuenta el tiempo generacional. Por
tal motivo, los datos relacionados con el tiempo de divergencia de este estudio quedan

como hipotesis a probar.
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7.1 Aloenzimas y ADNmt

Los resultados de ADNmt son consistentes con la variacion genética encontrada por
Lynch et al. (1983) para P. leprosa en su estudio de aloenzimas. Las poblaciones de Rio
Frio, La Malinche, Xometla y Zempoala fueron genéticamente muy cercanas (subclado
Centro en este trabajo) y la poblacion de Xometla fue mucho mas variable con respecto
a las otras tres (subclado Este). Estas cuatro poblaciones fueron llamadas por Lynch et
al. (1983) el grupo “Core” (manejado como Clado I en este trabajo). De igual forma las
poblaciones de Las Vigas y Tlaxco fueron las que mayor grado de diferenciacion
genética presentaron en el estudio de Lynch et al. (1983), lo que concuerda con lo
encontrado en este estudio. Desafortunadamente, para efectos de comparacién no
contamos con la poblacion de San Bernardino ubicada a 40 km al sur de Xometla
(Clado Este), la cual se ubica en una posicién intermedia en la topologia resultante del
uso de aloenzimas construida con el método de Fitch-Margoliash (Fig. 2). Sin embargo
si se obtuvo una muestra de la localidad de Tres Mogotes ubicada también al sur del
Pico de Orizaba y cuya posicién en el cladograma result6 ser la mas basal, a diferencia
de la posicion de San Bernardino que tiene una mayor similitud con las poblaciones del
Centro. Considerando que las aloenzimas son consistentes con los resultados aqui
obtenidos con ADN mitocondrial, entonces la poblacion de Tres Mogotes tendria una

divergencia genética nuclear mayor a la de las poblaciones del norte (Tlaxco y Vigas).
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7.2 Variacion genética y filogenia

De los principales linajes encontrados en P. leprosa, la poblacién de Tres Mogotes fue
la més divergente (5.2%). Los niveles de divergencia encontrados en la poblacion de
Tres Mogotes respecto al resto del grupo P. leprosa son comparables a los registrados
entre especies como P. gigantea y P. naucampatepetl, con 4.9% (K2p; Parra-Olea et al.
2001). Divergencias un poco mas grandes las encontramos entre P. ruficauda y P.
unguidentis con 6.7% y P. papenfussi y P. smithi con 6.9%. Sin embargo, estos patrones
no son el umbral para determinar los limites entre especies ya que es frecuente encontrar
divergencias altas al interior de las especies del género Pseudoeurycea (Parra-Olea
2002). A nivel morfologico y de hébitat, la poblacién de Tres Mogotes podria ser
distinta debido a su ubicacion pues se localiza en la periferia de la distribucion.
Recientemente se han colectado organismos adultos (identificados por la glandula del
menton) de esta poblacion y son considerablemente mas pequefios de longitud hocico-
cloaca que organismos adultos de otras poblaciones. El habitat que ocupan es un bosque
de encino practicamente aislado entre vegetacion xerofila cercano al Valle de Tehuacén,
encontrdndoseles en bromelias, un microhabitat arboricola no registrado para P. leprosa
(Canseco-Marquez com. pers.). El resto de las poblaciones de P. leprosa no presentan
caracteristicas morfologicas que las distingan entre si (Lynch et al. 1983); todos las
organismos son terrestres y suelen encontrarse en bosques de oyamel, pino,
asociaciones de pino-encino o solamente encino. Con base en lo anterior, se sugiere que

la poblacion de Tres Mogotes se considere una especie nueva.

Las divergencias encontradas en P. leprosa en este estudio fueron de hasta un 3.2%

(entre haplotipo Y y haplotipos de la misma poblacion). Estos resultados son
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comprables con los encontrados en otras especies del género Pseudoeurycea, por
ejemplo: P. ruficauda presenta 2.8% de divergencia (sin corregir) entre dos poblaciones

ubicadas a 7 km una de otra (Parra-Olea 2004).

Se han observado casos extremos de alta divergencia a nivel intrapoblacional en P.
smithi con 5.5% (K2p) de divergencia entre dos poblaciones de ubicadas a 25 km una
de la otra (Parra-Olea 2005b). La divergencia (K2p) entre poblaciones de P. cephalica
es de 13% a 16%. Este patron se presenta también en otras especies de pletodédntidos a
nivel intrapoblacional, como Batrachoseps attenuatus con 9.5% (Martinez-Solano et al.
2007) o Batrachoseps mayor con 11.28% (Peralta-Garcia 2006). Estos valores se
consideran por arriba del estandar para niveles intraespecificos (Martinez-Solano et al.
2007) y para algunos casos como P. cephalica se trata de complejo de especies en los

cuales aln no se ha trabajado la sistematica (Parra-Olea com. pers.).

De forma contraria, existen especies como P. altamontana y P. robertsi con sélo 0.5%
de divergencia o de P. juarezi y P. saltator con 0.7%. Estos valores pequefios ocurren
en especies cuya morfologia y habitos han permitido diferenciarlas. A pesar de que P.
robertsi y P. altamontana son genéticamente similares y su distribucion es
relativamente cercana, ésta no se sobrepone. Lynch et al. (1983) sefialan que estas dos
ultimas especies podrian sinonimizarse lo cual no ocurre debido a que se distinguen por
color y por las proporciones del tamafio del cuerpo. Respecto a P. juarezi y P. saltator,
éstas se distribuyen en la misma zona solo que una vive en bromelias sobre arboles y
otra es completamente terrestre. En suma, se observan dos patrones de diversificacion
en el género Pseudoeurycea, aquellas que se han separado recientemente y que

presentan bajos niveles de divergencia pero que morfol6gica y ecoldgicamente son
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distinguibles, ocupando nichos distintos, y aquellas que se mantienen morfoldgicamente
estables, ocupando el mismo nicho ecolégico y cuyas diferencias genéticas son muy

altas.

Los arboles filogenéticos obtenidos de este trabajo fueron todos congruentes con la
posicion basal de la poblacion de Tres Mogotes y el haplotipo Y de Las Vigas, asi como
en la generacion de los Clados | y 11y los subclados Centro y Este al interior del Clado
I. Respecto a la politomia presentada en el subclado Centro, es importante mencionar
que es una politomia molecular de un &rbol de un gen (y no una politomia de especies),
con lo cual la politomia no refleja periodos de especiacion rapida o simultanea, sino que
muestra las relaciones entre un juego de secuencias cuyos nucledtidos estan
histéricamente ligados (Slowinski 2001). Existen dos clases de politomias, las
politomias “verdaderas” que resultan cuando tres 0 méas genes muestreados coalescen a
un solo gén en un organismo ancestral, y las politomias “aparentes” que se presentan en
las ramas de un arbol de un gén temporalmente finito. Aunque existen diversas
metodologias para distinguir entre politomias “verdaderas” y ‘“aparentes”, una
caracteristica principal para distinguir una politomia “verdadera” de una “aparente” es
tener una sefial diferente de cero en la longitud de la rama empleando diferentes genes.
Por tal razén, Hudson (1990) menciona que la probabilidad de que estas politomias
verdaderas ocurran es muy pequefia y por lo general las politomias moleculares tienden
a ser politomias “aparentes”. La politomia del subclado Centro corresponde a un solo
gen (citocromo b) por lo que no podemos probar si es una politomia “verdadera”. Sin
embargo, Weisrock et al. (2005) mencionan que en salamandras pletodontidas el patrén
de ramificacion del ADNmt es poco probable que presente politomias generadas por la

multifurcacion del gen (verdaderas) y en su lugar es mas probable que reflejen el tiempo
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de cladogénesis (aparentes), con lo cual podemos suponer que la politomia del clado
centro es una politomia molecular “aparente” que refleja el corto periodo de tiempo en
que se han separado las poblaciones de P. leprosa. Razon por la cual se hace necesario
emplear metodologias con mayor resolucién temporal correspondientes al campo de la

genética de poblaciones.

7.3 Dindmica histérica de la poblacién

El NCPA es un método muy empleado en filogeografia (Petit 2007) y también ha sido
muy criticado (Petit 2008). En un inicio las criticas se centraron en la clave de
inferencia, porque las interpretaciones no son el resultado de un modelo analitico, no
tiene un soporte estadistico y no proporciona un indice de confianza para ninguna de sus
inferencias. Por lo tanto, no se sabe con qué frecuencia éstas son incorrectas (Knowles y
Maddison 2002, Hey y Machado 2003). EI NCPA se ha venido mejorando (Templeton
2004) y recientemente ha surgido la version automatizada (Panchal y Beaumont 2007),
lo que ha permitido hacer simulaciones y evaluar la frecuencia de falsos positivos. Los
resultados de las simulaciones muestran que el NCPA falla en el 75% de los casos,
principalmente en los escenarios de flujo génico restringido con aislamiento por
distancia y continuo rango de expansion. Petit (2007) recomienda que el NCPA se deje
de utilizar hasta que haya sido evaluado y mejorado. Garrick et al. (2008) sefialan que el
NCPA podria ser util para generar hip6tesis que se pueden corroborar con evidencia de
otros métodos y el empleo de méas genes que puedan ayudar a reconstruir la historia de
la especie. Petit (2008) sugiere que las hipdtesis podrian ser probadas empleando
simulaciones adecuadas de esos multiples loci y que, hasta que esto no se pruebe, el

NCPA deberia quedar como un método en duda y recomienda que las revistas de alta
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reputacion desaprueben el uso del NCPA que utiliza un solo locus. Templeton (2008)
sefiala que el NCPA genera mayoritariamente falsos negativos (no reconoce un evento)
mas que falsos positivos (infiere un evento que no existe o existid). Templeton (2008)
evalu6 el NCPA empleando disefios de muestreo y eventos evolutivos reales y
menciona que la elevada tasa de falsos positivos es un artefacto de los supuestos no
reales generados y/o un error en la novedosa implementacion del NCPA de Panchal y
Beaumont (2007). Templeton (2008) recomienda no usar los programas de Panchal y
Beaumont (ANeCa; 2007) hasta que solucionen la elevada tasa de falsos positivos.
Beaumont y Panchal (2008) argumentan que la automatizacion es confiable y que la alta
incidencia de los falsos positivos no es una consecuencia de la implementacion sino del
archivo de salida generado por GEODIS (Posada et al. 2000). Beaumont y Panchal
(2008) consideran que la hipdtesis obtenida con NCPA no es fiable y en su lugar,
nuevos métodos alternativos basados en inferencia bayesiana y de verosimilitud
representan el futuro de los analisis filogeograficos. En suma, las principales diferencias
entre ambos métodos son: la rapidez de analizar grandes cantidades de datos del modo
automatizado permitiendo la simulacion y consistencia en la interpretacion de la clave
de inferencia. A diferencia del modo manual que permite la posibilidad de tomar
decisiones para romper reticulaciones al incluir informacion de la especie, lo que no
ocurre cuando se trabajan con datos ficticios (como las simulaciones) porque no hay

informacion adicional de la especie que permita discernir donde romper una union.

Los datos con P. leprosa empleando ambos métodos demuestran que una diferencia en
el disefio causada por el rompimiento de una unién puede tener consecuencias en cuanto
al nimero de clados y esto puede influir en el numero de inferencias y escenarios

historicos que pudieran estar actuando o han actuado a través del area geografica de la
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poblacion. En este trabajo, el resultado obtenido por el método manual se considera el
més adecuado y se discute como sigue: la fragmentacion alopatrica sugerida para el
Clado I, con base en la divergencia y las estimaciones de coalescencia obtenidas con
BEAST, pudo haber ocurrido hace menos de un millon de afios, despues de la
formacién de los grandes conos monogenéticos. El aislamiento por distancia (detectado
en la prueba de Mantel) y las principales oscilaciones glaciales en la FVT posiblemente
pronunciaron ain mas este evento. La alta diversidad haplotipica y una baja diversidad
nucleotidica es una condicion que se atribuye a una expansion del tamafio poblacional
después de un periodo de tamafio pequefio (Grant y Bowen 1998). La prueba de Fu
mostrd un valor significativo lo que indicé un crecimiento poblacional rapido, ello a
causa de la retencién de nuevas mutaciones (Avise 1984). Esta expansion debid de
ocurrir de manera previa a la fragmentacion, ya que los andlisis de distribucion
mismatch rechazaron la expansion reciente (grafica multimodal). Asimismo, la prueba
D de Tajima (1989) mostrd6 un valor negativo estadisticamente no significativo.
Simonsen et al. (1995) sefialan que cuando la prueba D de Tajima da resultados
negativos no significativos se debe a que la expansion no es reciente ya que solo una
evidencia fuerte (que incluya al menos 50 muestras) generaria un valor negativo con
significancia estadistica (lo que indica una expansion reciente). Sin embargo, esta
hipotesis debe considerarse con cautela pues las condiciones son completamente
diferentes a las realizadas por Simonsen et al. (1995). Las estimaciones basadas en
coalescencia, obtenidas con el método de Kuhner (1998), que permiten detectar

expansion reciente, no dieron resultados significativos.

La forma en que las oscilaciones climéticas en la FVT afectaron a las poblaciones de P.

leprosa se describe a continuacion: durante el Pleistoceno se registraron cinco eventos
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glaciales en los volcanes Pico de Orizaba, Malinche, lztaccihuatl y Nevado de Toluca
(Vazquez-Selem y Heine 2004). El Nexcoalango fue el primer evento glacial que
ocurrié hace 195 000 afos y se caracterizd por un descenso de hielo hasta los 3000 m
constituyendo los llamados valles glaciados. No hay evidencia de una influencia
Wisconsiniana previa a 20 000 afios atras; el primer pulso fue llamado Hueyatlaco | y
permanecio entre 17 500 y 20 000 afios atras seguido de Hueyatlaco 2, cuyos limites
descendieron a los 3 400 y 3 500 m respectivamente. Mipulco | ocurrié hace 12 000
afios y alcanz6 los 3800 m. Mipulco 2 es el Gltimo evento glacial y ocurrié hace
aproximadamente 8300 afios (registrado en La Malinche y Nevado de Toluca), a una
altitud de 4,420 £120 m (Castillo-Rodriguez et al. 2007). Durante esta Gltima parte del
Pleistoceno la vegetacion constituida por bosques templados (de coniferas y encinos) en
el centro de México se encontraba entre los 1000 (Tricart, 1985) y 700 m (Lozano-
Garcia et al 2005), por debajo del limite actual con un descenso de la temperatura entre
5y 9 °C, pudiéndose establecer el limite entre los pastos alpinos (con datos de polen) y
el bosque (Pinus hartewii) para el Nevado de Toluca y La Malinche, en una altitud de

3100 msnm.

Durante el inicio del Holoceno se registra la existencia de condiciones mas humedas
que las del Pleistoceno y que las actuales (Metcalfe 2006). Se obtuvo evidencia de
variaciones altitudinales de vegetacién con datos palinolégicos de los limites entre
pastizal de paramo y el bosque en el FVT. Estos datos indican que hace 6500 y 6000
afios hubo una expansién de bosque, mismo que fue reemplazado nuevamente por
pastizales cuando el clima se volvio mas seco hace aproximadamente 5000 afios.
Condiciones de humedad son determinadas hace 3000 afios y hace 2000 se registra

nuevamente un enfriamiento. Los resultados del anélisis Bayesiano Skyline indican un
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declive de la poblacion estimada en 150 000 afios para todos los linajes de P. leprosa,
independientemente de la tasa de sustitucién. Este resultado es posterior a la glaciacion
maés fuerte Illamada Nexcoalango (195 000 afios atras). Melcafe (2006) sefiala que las
condiciones de temperatura del ultimo periodo interglaciar (mediados del Pleistoceno)
fueron més himedas en el centro-este de la FVT que a finales del Pleistoceno, lo que
permitiria explicar una posible expansion previa a Nexcoalango (detectada por la
prueba de Fu para el Clado I y el subclado Centro en caso de que esta hubiese ocurrido).
La variacién altitudinal de la vegetacion encontrada en cada uno de los periodos
glaciales podria indicar que la distribucion de P. leprosa pudo verse afectada de forma
negativa durante los periodos de maximo descenso de la temperatura. Sin embargo, este
tipo de variacion en el limite de la vegetacion se considera un efecto de sensibilidad
climatica y por tanto se ha sefialado que los valles de menor altitud del FVT (tienen una
antigliedad méaxima de 1 millon de afios) parecen ser mas estables climaticamente tanto
en el Pleistoceno como en el Holoceno (Melcafe 2006). Por tanto, es posible sugerir que
los haplotipos encontrados con ADN mitocondrial en el clado | se originaron durante el
Pleistoceno (basado en la divergencia genética) y obtuvieron su configuracion actual

durante el Holoceno.

Las inferencias de colonizacion a gran distancia obtenida para los clados anidados 2-5 y
3-1 podrian ser un artefacto del disefio de muestreo considerando la biologia de la
especie. Lynch et al. (1983) sefialan que durante intensos periodos de lluvia
indudablemente las areas de bosque que hoy en dia estan separadas, se encontraban
conectadas e inclusive el bosque de coniferas permanecié en el Valle de México hasta
tiempos historicos recientes cuando grupos humanos de las comunidades locales

empezaron a desmontar el area. La deforestacion de las faldas fue completada en el
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siglo XV1 cuando Hernan Cortés inicio el México moderno. Por lo tanto, la separacion
de las poblaciones de P. leprosa en esta &rea corresponde a un evento muy reciente.
Desafortunadamente nuestros datos no permiten poner a prueba esta hipotesis debido a
que el ADNmt presenta una estructura filogeografica muy marcada (Moritz et al. 1992)
y no necesariamente el aislamiento mitocondrial indica un aislamiento nuclear en P.
leprosa a este nivel de detalle. Asi, existe la posibilidad de intercambio genético
reciente (Holoceno). Respecto al tiempo en que los humanos comenzaron a desmontar
el area, datos recientes de registros de polen no arbéreo correspondiente a finales del
Holoceno (hace 1500 afios aprox.) fueron encontrados en sedimento lacustre en el Valle
de México, mismos que estan correlacionados con la deforestacion humana (Lozano-
Garcia et al. 2005) y evidencia arqueoldgica de una expansion de la poblacion humana

que inici6 hace 1500 afios hasta el afio 600 de nuestra era (Sugiura 2000).

Los haplotipos que no pudieron ser analizados con el NCPA se localizan en la region
mas al norte y ésta constituye el area méas antigua (10 Ma), pues se consolidé durante la
primera etapa de formacion de la FVT. Conocida como Sierra de Huamantla-Tlaxco,
tiene su continuacion bordeando a la Cuenca de Oriental hacia el este con el Cofre de
Perote. Un grupo de llanos y lomerios separan a los haplotipos de P. leprosa del Clado |
con respecto a los del Clado I1. Partiendo del estado de Hidalgo con los llanos de Apan
y Pie grande conectan con los Ilanos del centro de Tlaxcala ubicados al sur de la Sierra
de Tlaxco, extendiéndose al este para dar paso al extenso llano de Huamantla
constituido por suelos arenosos y pastizales cuyo clima hoy dia se considera
practicamente &rido. Este Ilano es la prolongacién de la Cuenca de Oriental v,
constituye una verdadera barrera biogeografica para las poblaciones del Clado | con

respecto a las del Clado II.
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El Clado Il present6 la mayor varianza dentro de las poblaciones y la diversidad
haplotipica y nucleotidica mas alta de todos los linajes, 1o que sugiere contacto
secundario entre linajes alopatricos previamente diferenciados, o la presencia de una
poblacion grande y estable con una larga historia evolutiva (Grant y Bowen 1998). La
hipétesis de un tamafio efectivo poblacional alto concuerda con la evolucion de la FTV
en direccién norte a sur basada en evidencias obtenidas del analisis de rocas, grado de
erosion e intemperismo; siendo la parte norte la mas antigua y con un periodo largo de
inactividad volcanica. Puesto que el intemperismo y la erosion han actuado
intensamente, han dado como resultado irregularidades mayores del relieve que se
manifiestan en la profundizacién de valles y barrancas con fuertes pendientes (Velasco
de Ledn et al. 2007), por lo cual es factible suponer la existencia de un tamafio efectivo
poblacional alto que se encontraba en condiciones de relieve variadas y aunado a la alta
filopatria de la especie, se pudo dar lugar a la retencion de haplotipos ancestrales.
Posiblemente, este hecho, perdur6 por un largo periodo de tiempo ya que no hay
pruebas de expansion reciente o antigua para este clado y que finalmente terminé con el

declive poblacional hace 150 000 afios (resultados del analisis bayesiano).

Las estimaciones con coalescencia (parametro de crecimiento g; Kuhner 1998) para
todos los linajes no indican expansion, estos resultados coinciden con los encontrados
para fauna tropical por Lessa (2003) en los que no encuentra expansion poblacional
durante segunda mitad del Pleistoceno. Respecto al anlisis bayesiano Skyline plot, las
estimaciones realizadas para todo el grupo P. leprosa y para cada uno de los subclados
resultaron similares, siempre un tiempo estable y recientemente un declive de las

poblaciones. Drummond (2008) sefialé recientemente que el analisis Skyline presenta
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serias limitaciones y problemas de precision al tratar de recuperar la dinamica
poblacional con principal énfasis en detectar cuellos de botella. Sus resultados indican
que aunque se incremente el nimero de secuencias (probaron hasta 500 secuencias) de
un solo gen, el método es incapaz de reconstruir historias poblacionales complejas (p. e.
en especies que han pasado por dos cuellos de botella seguidas de una rapida sucesion).
En estos casos el método es preciso al reconstruir la parte mas reciente (de crecimiento
o0 detrimento poblacional) pero la historia poblacional antes del primer cuello de botella
es pobremente reconstruida (Fig. 15). De forma contraria, al emplear un menor nimero
de secuencias de cada gen pero un mayor numero de genes, la reconstruccion es mucho
méas exacta. Pseudoeurycea leprosa es una especie con una dindmica poblacional
compleja y en este caso el método no puede detectar los posibles cuellos de botella con
el gen empleado. Datos de genes multiples pueden ayudar a evidenciar estos procesos.
Otra forma de evidenciar un proceso, es forzar a que el método Skyline se comporte en
expansién adicionando un grupo externo, que presente suficientes mutaciones para que
se genere una rama larga y al llegar al tiempo en que las secuencias de P. leprosa
coalescen, la gréafica Skyline se comporta en expansion y nos indica el tiempo en que
esta pudo haber ocurrido. Esta prueba fue realizada con la tasa mas rapida del gen
citocromo b en que en caso de haber existido una expansion nos da un estimado en

millones de afios de cuando pudo haber ocurrido (Fig. 15 Ay B).
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Fig. 15. A) Skyline plot generada con el programa Beast para estimar el TMRCA entre P. leprosa y su
grupo hermano P. firscheini. Como resultado de la profunda divergencia entre ambas especies, se genera
un efecto de incremento poblacional B) Modelo de crecimiento poblacional exponencial tipico inferido a
nivel intrapoblacional. C) Modelo de varios cuellos de botella que Skyline plot es incapaz de inferir con
un sélo gen.
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7.4 Tiempo de divergencia

Obtuvimos tres tiempos de divergencia para P. leprosa. Los primeros dos fueron
estimados con dos modelos de sustitucion diferentes. EI modelo TIM +I que fue
determinado por MODELTEST v.3.7 (Posada y Crandall 1998) aplicado en el analisis
de Verosimilitud y el modelo HKY determinado por MRMODELTEST v.2.2
(Nylander 2004) y que fue aplicado en el anélisis Bayesiano. Ambos bajo la premisa de
una distribucion normal con un rango de 0.6% a 1.6% por millon de afios y sin usar una
tasa de sustitucion fija. Los resultados en las estimaciones temporales de los diferentes
linajes en P. leprosa con esta metodologia, no varian por mas de 200 000 afios de
diferencia estimando el tiempo al TMRCA de P. leprosa respecto a su grupo hermano
en 13.5 Ma. Estas estimaciones resultan adecuadas cuando no se conoce con certeza la
velocidad a la que el marcador esta cambiando 0 no se tiene forma de calibrar el reloj
molecular (por ejemplo la falta de registro fdsil como sucede en bolitoglossinos
tropicales). Sin embargo, cuando se tiene un margen de variacion tan grande como
sucede con el gen citocromo b (que va de 0.4% a 1.6%, Mueller 2002), dificilmente se
pueden hacer correlaciones entre el tiempo de divergencia y eventos geoldgicos porque
la diferencia entre una tasa baja y una tasa alta puede llegar a ser hasta de 7 millones de
afios. Situacion desalentadora si consideramos que los estratovolcanes de la Faja
Volcénica Transmexicana se formaron tan solo en el Gltimo millén de afios y por tanto
el poder de resolucion con citocromo b queda confinado a estimaciones muy generales.
Esta variacion no puede reducirse al aumentar el nimero o longitud de las secuencias y
por tanto la profundidad del arbol de genes, con un solo gen, se convierte en un pobre
indicador de cuando las poblaciones han comenzado a divergir. Esta condicion es

conocida como varianza estocastica del gen. Otro aspecto a considerar es que el genoma
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mitocondrial se hereda via materna como una unidad (Avise 2000), lo que significa que
a pesar de que todas las topologias de los genes mitocondriales fueran concordantes,
éstas podrian ser erréneas para reconstruir la historia de la especie (Wiens 2008). Esto
puede generarse cuando existen diferencias marcadas entre sexos como una mayor
dispersion de machos y una mayor filopatria en hembras (caso reportado en

pletodontidos; Staub et al. 1995).

Debido a la problematica anterior una tercera estimacion fue empleada utilizando una
tasa de mutacion fija a 1.4% con un reloj relajado que da una estimacién de P. leprosa
respecto a su grupo hermano P. firscheini de 6.2 Ma. La estimacion es concordante con
lo obtenido por Wiens et al. (2007) con el gen nuclear RAG-1 para la divergencia entre
estas dos especies. Estos autores estimaron tiempos de divergencia para 137 especies de
salamandras tropicales (bolitoglossinos), entre las que destacan 41 especies del género
Pseudoeurycea incluida P. leprosa. La filogenia fue hecha con analisis bayesianos e
incluyo el gen citocromo b y el gen 16s (sub unidad ribosomal ARN). La edad de la raiz
fue calculada con el gen nuclear RAG-1 empleando el método penalizado de
verosimilitud implementado en r8s (Sanderson 2002), que funciona como un reloj
molecular relajado (permite diferentes tasas de evolucion a través del arbol) y 11 puntos
de calibracion. Sus analisis identifican tres posibles edades para la raiz de bolitoglosinos
tropicales (que dependen de la edad usada en todas las salamandras) de 39, 49 y 55 Ma.
Para estimar los tiempos de divergencia emplearon un tiempo de raiz de 49 Ma. Asi el
tiempo de la raiz para el género Pseudoeurycea se estima en 30 Ma y la separacion de
P. leprosa respecto a su grupo hermano P. firscheini es aproximadamente 6 Ma. De esta

forma realizamos estimaciones al interior de los diferentes linajes de P. leprosa
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empleando esta tasa de mutacion rapida para citocromo b y discutimos los resultados
con otras especies.

Se identificaron tres eventos principales en la historia evolutiva de P. leprosa. El primer
evento es una fragmentacion antigua que da como resultado una divisién entre la
poblacion de Tres Mogotes y el resto del grupo P. leprosa, esta division probablemente
ocurrié a mediados del Plioceno (hace 3.3 Ma). El segundo evento ocurre a finales del
Plioceno (hace 2 Ma) con la separacion entre en Clado | y el Clado Il. Y finalmente el
tercer evento involucra la fragmentacién del Clado | en los subclados Centro y Este

hace 1.1 Ma.

El subclado Centro y Este presentan TMRCA pequefios de 0.54 y 0.26 Ma
respectivamente, lo que indica que el subclado centro es mas antiguo que el subclado
Este. La formacién del Clado Il es de 1.3 Ma. Al comparar los tiempos de
diversificacion de las especies del género Pseudoeurycea encontramos que unas pocas
especies se originan en el Mioceno (e. g. P. scandens, P. cephalica o P. galeanae). La
mayoria (aprox. 30 especies), incluyendo a P. leprosa, se originaron durante el Plioceno
y s6lo algunas como P. saltator y P. juarezi en el Pleistoceno. El tiempo que ha tomado
la formacidén los Clados | y Il en P. leprosa no es suficiente para llegar a conformar
especies diferentes, a pesar de que en el género se presenten fendmenos de
diferenciacion morfo-ecolégicas y de baja divergencia genética como el caso de P.
saltator y P. juarezi. El tiempo que ha pasado entre la poblacién de Tres Mogotes (3.3
Ma) y el resto de las poblaciones de P. leprosa es similar al estimado para P. rex - P.
expectata, P. anitae - P. cochranae, P. melanomolga - P. gadovii y P. longicauda
respecto a P. altamontana que son especies que se pueden diferenciar

morfol6gicamente unas de otras.
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7.5 Biogeografia

La evolucion geologica de la Faja Volcanica Transmexicana de acuerdo con Gomez-

Tuena et al. (2005) ocurri6 en cuatro episodios:

1) 19-10 Ma: Arco del Mioceno medio y tardio comienza en el Centro de
México entre la longitud de Morelia y Querétaro y las costas del Golfo de México,
formando las Sierras de Mil Cumbres y Angangueo (Michoacén) y las &reas de
Tenancingo y Malinalco (México). Después entre 13 y 10 Ma el vulcanismo forma
estratovolcanes en Querétaro-Guanajuato (Palo Huérfano, La Joya y Zamorano), en
Puebla (Cerro Grande), México-Distrito Federal (Sierra de Guadalupe) e Hidalgo

(campo volcéanico de Apan) [Fig. 16 A].

2) 11-6 Ma: Episodio méafico del Mioceno tardio: Se ubica de costa a costa, al
norte del Arco anterior. Se forman mesetas con edades de 11 a 8.9 Ma en las costas de
Nayarit y Noroeste de Tepic, de 11 a 8 Ma en los Altos de Jalisco, entre 9 y 7 Ma en
Querétaro y el Pathé en Hidalgo y en la costa de Alamo (Veracruz) con edades entre 7.5
y 6.5. La parte Oriental (donde actualmente se distribuye P. leprosa) permanece sin

actividad (Fig. 16 B).

3) 7.5-3 Ma: Episodio silicico al final del Mioceno y vulcanismo bimodal del
Plioceno temprano. En la parte Central hay grandes calderas. El vulcanismo bimodal se
caracteriza por rocas del Mioceno tardio con rocas del Plioceno Temprano, y se presenta
en regiones como Zacapu y Laguna de Cuitzeo (Michoacéan), y Pachuca (Hidalgo). En

este periodo el sector Oriental continua si actividad volcanica (Fig. 17 A).
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4) 3.5 Ma-Holoceno: Arco del Plioceno tardio-Cuaternario: El vulcanismo
silicico y bimodal es remplazado por un arco andesitico-basaltico del Plioceno Medio al
Plioceno Tardio. Al occidente se forman campos de volcanes monogenéticos como
Mascota, Los Volcanes, San Sebastidn y Atenguillo. Durante el Cuaternario en el
Centro se forma el campo volcanico Michoacan Guanajuato- desde hace 2.8 Ma. En la
region Zitacuaro-Valle de Bravo hay conos del Pleistoceno al Holoceno. El la porcién
Oriental el vulcanismo se restablece hace 3.7 Ma formando la Sierra de las Cruces y
algunos centros alrededor de Apan. La mayor actividad se lleva a cabo en el
Cuaternario, periodo en que se forman los conos monogenéticos de la Sierra
Chichinautzin y Apan al Oriente del Estado de México se desarrolla la Sierra Nevada
(Cerro Tléloc, Iztaccihuatl y Popocatépetl) y més al oriente el volcan La Malinche y el
alineamiento del Pico de Orizaba-Cofre de Perote, todos ellos con menos de un millon
de afos. Esta actividad afectd a las poblaciones de P. leprosa excepto a la poblacion de
Tres Mogotes que se encuentra en la region Puebla-Tehuacédn, cuyo basamento es

premiocénico (Paleoceno). Fig. 17 B.

Durante un periodo de 6 millones de afios no hay actividad volcénica en la porcidn oeste
del sector Oriental y solo hace 3.8 Ma (a finales del Plioceno y principios de
Pleistoceno) cuando la mayor actividad eruptiva comienza para esta zona con el origen
de la Sierra de las Cruces y el surgimiento del volcdn Ajusco, que a mediados del
Pleistoceno presenta su mayor actividad volcénica, y finalmente la actividad termina
con el periodo de erupcion del volcdn Chichinautzin a finales del Pleistoceno y

principios del Holoceno (Osete et al. 2000).
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Fig. 16. Principales episodios evolutivos de la Faja Volcénica Transmexicana. A) Arco del Mioceno
medio y tardio B) Episodio méfico del Mioceno tardio. En circulos pequefios con borde blanco se sefialan
los registros actuales de P. leprosa.
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Fig. 17. Principales episodios evolutivos de la Faja Volcénica Transmexicana. A) Arco del Mioceno
medio y tardio B) Episodio méfico del Mioceno tardio. En circulos pequefios con borde blanco se sefialan
los registros actuales de P. leprosa.
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La porcion este del sector Oriental permanecio sin actividad volcénica por un periodo
de 7 Ma hasta la formacion de la Cuenca de Oriental y los Axalapascos, que tienen una
antigliedad de 1.8 Ma; esta constituye una verdadera barrera climética y geografica en
entre las dos poblaciones (norte y centro) de P. leprosa. Mientras que la parte del Pico

de Orizaba y Cofre de Perote se ha formado en el ultimo millén de afios (Fig. 18).

SECTOR ORIENTAL
|

porcidn este !

Tres Mogotes

Arco volcanico andesitico del E Volcanismo silicico
Mioceno del Cuaternario
7 MILLONES DE ANOS _ Volcanismo Méfico
SIN ACTIVIDAD VOLCANICA & e Plioceno tdio.-Cuaternario
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del Cuaternario

|
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N

Fig. 18. Mapa que muestra los principales eventos geolégicos que han afectado la porcion este del sector
Oriental. Se sefiala la ubicacién de los principales linajes de P. leprosa.

Flores-Villela y Canseco-Méarquez (2007) reportaron la presencia de 29 especies de

pletoddntidos en la FVT (una del género Bolitoglossa, seis de Chiropterotriton, una de
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Parvimolge, 15 de Pseudoeurycea y cinco de Thorius) de las cuales 15 son endémicas a
la zona. Wiens et al. (2007) estimaron los tiempos de divergencia para varias de estas
especies. Aquellas endémicas a la FVT tienen como minimo 4 millones de afios (Ma), y
las especies que presentan una distribucion fuera de la FVT tienen tiempos de
divergencia mayores de hasta 14 Ma (Cuadro 8). Esto significa que estas especies,
incluyendo P. leprosa, se formaron antes de la actividad volcanica mas importante
ocurrida en el sector Oriental y que sus poblaciones fueron fragmentadas cuando ésta

actividad volcanica inicio.

Cuadro 8. Algunas de las especies endémicas a la FVT que cuentan con tiempos de divergencia respecto

a sus especies hermanas de acuerdo con Wiens et al. (2007).

Especie registrada en Distribucién Especie Hermana  Distribucion de Tiempo de
laFVvVT (EH) EH divergencia

Chiropterotriton Endémicaa FVT C. dimiadiatus 6 Ma

orculus

Pseudoeurycea Endémicaa FVT P. robertsi Endémicaa FVT 2 Ma

altamontana

P. gadovii Endémicaa FVT P. melanomolga Endémicaa FVT 4 Ma

P. longicauda Endémicaa FVT P. robertsi Endémicaa FVT 3.5 Ma

-P. altamontana

C. orculus Endémicaa FVT C. dimiadiatus No endémica a 6 Ma
FVT

P. leprosa Endémicaa FVT P. firscheini Fuera de FVT 6 Ma
cerca de Tres
Mogotes

Chiropterotriton lavae ~ No endémica FVT C. orculus - C. Ambas en el 8 Ma

dimidiatus FVT

P. lynchi No endémica FVT  P. nigromaculata No endémica a 7.5 Ma
FVT

P. naucampatepelt No endémica FVT  P.naucampatepetl No endémica a 4.5 Ma
FVT

P. lineola No endémica a Grupo P. leprosa - 13 Ma

FVT
P. cephalica No endémica a P.galeanae Fuerade FVT 14 Ma

FVT

Mucho se ha escrito sobre la enorme diversidad de especies que alberga la Faja
Volcénica Transmexicana y de su basta heterogeneidad ambiental (casi 30 tipos de

climas diferentes), ademas de que ahi se concentra casi la cuarta parte de la
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herpetofauna mexicana (249 de 1165 especies) y sobre todo de la notable cantidad de
microendemismos como en el caso de los ambistomatidos que poseen el endemismo
mas elevado, seguido de los pletodontidos (Canseco-Marquez y Flores Villela 2007).
Respecto al grupo de los ambistomatidos, actualmente presentan problemas de
diferenciacion genética y morfoldgica debido a su reciente formacion en el sector
Oriental que no va mas alla del Pleistoceno (1.6 Ma), por lo que en este sentido la FVT
si contribuye como generador de diversidad. Los pletodontidos son el segundo grupo en
nivel de endemismo. El origen de este endemismo en la FVT se debe principalmente a
especies que lograron sobrevivir al vulcanismo pues la formacion de especies ocurre en

millones de anos.

7.6 Filogeografia de otras especies en la zona

Se han realizado varios trabajos filogeograficos que incluyen especies pertenecientes a
la Faja Volcanica Transmexicana. Por ejemplo, el de Mateos et al. (2002) con
biogeografia histérica y filogeografia de peces del género Poeciliopsis; Spellman y
Klicka (2007) con la filogeografia del ave Sitta carolinenesis; Rojas-Soto et al. (2007)
con la filogeografia y patrones de diferenciacion del ave Toxostoma curvirostre, Mejia-
Madrid et al. (2007) con la filogeografia de una especie de nematodo parésito de peces
de los cuerpos lacustres del centro de México y el de Dominguez-Dominguez (en

prensa) con el pez Zoogoneticus quitzeoensis.

Sin embargo, existen dos trabajos filogeograficos de especies terrestres de baja

movilidad y que fueron realizados en la zona de distribucion de P. leprosa, lo que

permite comparar y discutir nuestros resultados. En primer lugar se encuentra el trabajo
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de Demastes et al. (1992), realizado con Cratogeomys merriami empleando ADNmt
citocromo b (1133 pb). Esta especie se distribuye practicamente en las mismas
localidades que Pseudoeurycea leprosa. Los analisis filogenéticos incluyeron cinco
muestras de Cratogeomys merriami de las localidades del sur de la Ciudad de México,
Hidalgo, Las Vigas y Cofre de Perote y, aunque marcan la distribucion de esa especie
en el Pico de Orizaba, esta muestra no fue incluida en el analisis. Sus resultados indican
una divergencia alta entre las poblaciones de Hidalgo, Las Vigas y Cofre de Perote con
respecto a la region central (Valle de México), lo que coincide con el patron encontrado
con Pseudoeurycea leprosa. En el 2005 Hafner et al. (2005) definen el estatus
taxonémico de Cratogeomys merriami y los andlisis incluyen 23 muestras de las
localidades de Estado de México, Morelos, sur y norte de Tlaxcala, sur y norte de
Puebla, Las Vigas, Cofre de Perote. El resultado fue una nueva categorizacion
taxondmica de Cratogeomys merriami separando a la especie en tres diferentes. Los
autores no discuten en ningun momento los patrones geogréaficos, climéaticos o genéticos
que pudieran haber ocasionado la separacion de estas especies. Las especies fueron
definidas con base en variacion cromosémica, caracteres morfoldgicos cuantitativos y

cualitativos y por ADNmt.

Al comparar los resultados del trabajo anterior con lo encontrado para P. leprosa
aparece una semejanza importante donde la poblacion de tuzas del norte de Tlaxcala
(ahora C. perotensis) se encuentra a una distancia menor de su contraparte en la porcion
sur de ese estado (ahora C. merriami); este es un patron similar de diferenciacion
genética encontrado entre las poblaciones del norte de Tlaxcala (Tlaxco) para P. leprosa

con respecto a la porcion central (Malinche).
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Por otra parte, el trabajo realizado por Harris et al. (2000), empleando citocromo b (848
pb) en roedores de la especie Peromyscus furvus que habita en la Sierra Madre Oriental
(SMOr), FVT vy Sierra de Oaxaca, sefialan que existe una poblacion con una alta
divergencia en relacion a las otras siete poblaciones muestreadas. Esta poblacion,
conformada por 12 individuos, ocupa una posicién basal en el clado y corresponde a la
region de Oaxaca (que no ha sufrido vulcanismo). Sugieren que esta divergencia
posiblemente ocurrid en tiempos del Pleistoceno temprano. La siguiente poblacion méas
antigua se encuentra en la parte mas nortefia de la distribucion en la SMOr (que también
ha permanecido estable) y poblaciones con bajas divergencias se encuentran en la
porcion este del sector Oriental en la FVT, donde parece haber existido una
recolonizacion. Este patron resulta concordante con la distribucion de las poblaciones de
P. leprosa. La poblacion de P. leprosa en Tres Mogotes queda fuera del FVT con una
alta divergencia. El resto de las poblaciones de la FVT presentan una divergencia menor
y la porcion Este (Pico de Orizaba) es nuevamente colonizada en tiempos recientes. De
esta forma la intensa actividad volcénica en la porcion este del sector Oriental en la
FVT ha jugado un papel importante en la eliminacion de poblaciones previas al
surgimiento de la actividad volcanica y nuevamente ha habido una recolonizacion.
Carrasco-Nufez et al. (2006) hacen mencion de que la actual cadena volcénica Cofre de
Perote — Pico de Orizaba se ha formado sobre condiciones inestables y como
consecuencia por gravedad, se han colapsado grandes edificios volcanicos. El
basamento de rocas tiene una configuracion irregular que genera los colapsos en
direccion hacia la costa del Golfo. El colapso ha generado voluminosas avalanchas. Se
han identificado grandes colapsos de magnitud catastréfica del volcan Pico de Orizaba,
Las Cumbres y Cofre de Perote. Algunas de las avalanchas han alcanzado el Golfo de

México atravesando hasta 120 km de longitud. La inestabilidad de los edificios
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volcénicos se debe a la intensa alteracion hidrotermal, fracturas y cambios topogréaficos
abruptos. Los colapsos se han registrado desde tiempos historicos, aunque no se ha
encontrado relacion entre el colapso y la actividad volcénica. Por lo tanto, es razonable
considerar viable la posibilidad de que poblaciones antiguas de P. leprosa pudieran
haber habitado la region Cofre de Perote — Pico de Orizaba en tiempos previos a la
actividad volcanica, aunque quizas éstas desaparecieron debido al colapso de los
edificios volcanicos, quedando aislada la poblacién de Las Vigas. Los datos parecen

indicar que el Pico de Orizaba fue recolonizado por la expansién del Clado I.

7.7 Evaluando hipotesis de fragmentacion genética

Actualmente el rango altitudinal de P. leprosa es de los 2200 msnm hasta los 3400. Las
regiones de FVT con menor elevacion se localizan a 2250 msnm. El tipo de vegetacion
y clima que se presenta hoy dia en muchos de esos sitios no son adecuados para que P.
leprosa sobreviva. Sin embargo, de acuerdo con los datos geoldgicos y climéticos, es
posible que durante el Plioceno P. leprosa se distribuyera ampliamente, quedando
separada en primer lugar la poblacion de Tres Mogotes y subsecuentemente la
poblacion del norte (Tlaxco, Tlatlauquitepec, Teziutlan y Las Vigas) y del Centro
(Malinche hasta el Nevado de Toluca y del Pico de Orizaba). La separacion de las
poblaciones del norte respecto a las del centro es antigua (dos millones de afos). Por
ello, es posible considerar que el grupo que dio origen al Clado I y al Clado Il se haya

extinto.

Estos datos respaldan la hipotesis alternativa obtenida con el andlisis de arboles de

genes vs. de &rboles de poblaciones para distinguir entre escenarios de fragmentacion
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historica y reciente. La hip6tesis considera a dos grupos profundamente aislados (norte
y centro) con menor costo coalescente. Los resultados son completamente concordantes
con la divergencia de aloenzimas y los eventos geograficos encontrados entre las
poblaciones del norte respecto a las poblaciones centrales. El apoyo de esta hipétesis
representa practicamente la mitad del costo en coalescencia con respecto a la hipotesis
de fragmentacién reciente de las poblaciones del norte respecto a las poblaciones
centrales. Maddison y Maddison (2002) sefialan que la validacion de la hipdtesis es
completamente dependiente del la resolucién del arbol de genes y que el impacto en la
genealogia depende de la magnitud del evento (e. g. el grado y tiempo de un cuello de

botella).

Respecto a las poblaciones del norte, el gran tamafo efectivo detectado con el programa
MIGRATE 2.1.3 (Beerli y Felsenstein 2001), y la presencia de haplotipos ancestrales
son indicadores de estabilidad poblacional por largo tiempo. Su separacion se considera
reciente debido a que existe sorteo de linajes incompleto. Las relaciones entre las
poblaciones del grupo del centro (Pico de Orizaba y grupo central) coalescen en tiempos
mas cortos y el tamafio efectivo es pequefio indicando que su origen es reciente, no se
detect6 sorteo de linajes, lo que sugiere una fragmentacion inmediatamente después de

haberse establecido.

7.8 Unidades para la conservacion

Es factor determinante identificar especies y unidades dentro de especies que permitan

dirigir de forma certera esfuerzos para su manejo, monitoreo y que ademas faciliten la
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aplicacion de reglas para conservar los taxa y su hébitat. La categoria de nueva especie
para la poblacion de Tres Mogotes es iddnea, ya que se inserta en este tipo de criterio.
El estatus para esta especie confinada a una sola localidad, con aproximadamente 30
km? (Fig. 19 A), la colocaria en el estatus de especie Criticamente Amenazada (menos
de 100 km) bajo los lineamientos de la IUCN, y aunque el hébitat fuera el adecuado en
toda la cordillera, ésta ocuparia un area de 90 km por lo que no cambiaria su situacion
(Fig. 19 B). Es importante sefialar que esta localidad no es un area natural protegida

como en el caso de La Malinche y Pico de Orizaba.

Malinche Distribucién potencial de P. leprosa Pico de Orizaba
4451 m si el habitat no estuviera deteriorado 5610 m

Malinche

.
e
-
e

-
)
e

Potencial
90 Km?

Fig. 19. A) Distribucién actual de la especie nueva propuesta de Tres Mogotes, B) Distribucion potencial.

El Clado I y el Clado Il constituyen cada uno un grupo de organismos que ha sido
aislado por tiempo suficiente uno del otro y que muestran divergencia genética. Bajo la
visién de Ryder (1986), cada uno de esos grupos puede ser considerado una ESU

(Unidad Evolutivamente Significativa). Una ESU es aquella entidad cuyos haplotipos
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de ADN mitocondrial son reciprocamente monofiléticos y difieren significativamente
en frecuencias de alelos nucleares (Moritz 1994). Este concepto de ESU se considera
util para el reconocimiento y conservacion de poblaciones conespecificas, ya que su
proteccion implica la permanencia de las poblaciones en tiempo evolutivo. Los Clados |
y 1l no son dos poblaciones continuas sino grupos de poblaciones fragmentadas, cada
una con tamafio diferentes que debido a los requerimientos de hébitat (humedad,
temperatura, altitud, etc.), asi como a las caracteristicas propias de P. leprosa (baja
vagilidad, alta filopatria, entre otras), estas poblaciones se encuentran aisladas. Ademas
cada una tiene tamafios poblacionales y tamafos efectivos diferentes y presiones
ambientales y antropogénicas variadas, pues algunas se encuentran en Parques
Nacionales y otras fuera de ellos. Por lo tanto, no es posible establecer para cada ESU
una estrategia de conservacion Unica. El analisis de la informacion genética en cada una
de estas poblaciones aisladas parece ser la mejor opcion para generar un diagndéstico de
conservacion al menos para P. leprosa. De acuerdo con la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza y los recursos Naturales (IUCN), una especie puede
clasificarse como Criticamente Amenazada, Amenazada o Vulnerable si el tamafio
efectivo de la poblacion (Ne) disminuye de 50, 250 o 1000 respectivamente (IUCN
2000). Para evitar la extincion a corto plazo el tamafio efectivo no debe disminuir de 50
y a largo plazo no debe disminuir de 500 (Franklin 1980). Lynch et al. (1995) han
sefialado que tamarios efectivos poblacionales de 1000 son altamente vulnerables a la
extincion por endogamia en una escala de tiempo de aproximadamente 100
generaciones. El riesgo se incrementa si se presenta estocasticidad poblacional
(variacion al azar en las tasas de nacimiento, mortalidad y género entre individuos),
variacion temporal por factores ambientales criticos (e. g. cambio climéatico) o por

problemas genéticos (depresion por endogamia, acumulacion de mutaciones deletéreas
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y pérdida de variacion adaptativa). Por estas razones estimar el Ne es uno de los
pardmetros fundamentales relevantes en la genética de la conservaciéon. El tamafio
efectivo se puede estimar por métodos directos contabilizando el nimero de organismos
(hembras, machos, juveniles, viejos, en edad reproductiva, etc.) y por métodos
indirectos (genéticos). Waples (1991) identifico tres tipos de métodos indirectos para
estimar Ne: los que estiman cuellos de botella y Ne actual o reciente (ambos con
microsatélites) y los que estiman Ne histérico (secuencias de ADNmt). Las
estimaciones de Ne historico permiten hacer especulaciones sobre actuales niveles de
diversidad genética (neutral), pero su uso hacia la conservacién de la especie debe
considerarse con cautela debido a su sensibilidad de error en la tasa de mutacion, a la
sensibilidad con que se pueden violar los supuestos de neutralidad y no inmigracion y a
que las condiciones de equilibrio asumidas pueden tomar miles o millones de
generaciones. Los resultados de Ne historico para P. leprosa con citocromo b del
presente trabajo nos muestran tamafios efectivos poblacionales (entre 10 000 y 20 000)
para los clados | y Il. Los problemas genéticos podrian aparecer en poblaciones con
variacion genética minima (tamafios efectivos pequefios) y con débil o préacticamente

ningun intercambio migratorio con otras poblaciones.

Considerando que los resultados de ADNmt concuerdan con el analisis de aloenzimas
(Lynch et al. 1983) podriamos esperar tamafios menores de Ne para las poblaciones
actuales. Una reduccion a corto plazo de las poblaciones con bajo Ne podria incrementar
el efecto de la deriva e imposibilitar la adaptacion y con ello disminuir la longevidad de
la poblacién. Michalski y Durka (2007) indican que factores histéricos como la
colonizacién han influenciado en el hecho de que poblaciones periféricas de especies

que presentan una fuerte estructura genética exhiban baja diversidad genética y altos
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coeficientes de endogamia. Los resultados de este trabajo sugieren el empleo de otro
tipo de marcadores (como microsatélites) y metodologias (frecuencia de alelos y de
heterocigdticos) para conocer con certeza la situacion actual de cada una de las
poblaciones, especialmente en el Clado | que son las que presentan préacticamente un

haplotipo por poblacion.

Respecto a las poblaciones de Clado 11, el bajo nimero de ejemplares encontrados y el
grado de fragmentacion del habitat ocasionada por factores antropogénicos como
cambios de uso de suelo (en Teziutldn y Tlatlauquitepec), manejo forestal con
desmontes e introduccion de especies diferentes de pino con fines comerciales
(principalmente en Tlaxco) han ocasionado el declive de las poblaciones. Pertoldi
(2007) sefiala que, aunque las poblaciones tengan una gran variacion genética, ésta es
irrelevante cuando encaran la extincion debido a problemas antropogénicos. Dentro del
Clado 11, la poblacién de P. leprosa que se encuentra en peor estado es la de Tlaxco
(pob. 23), pues a pesar de busquedas intensivas en repetidas ocasiones solo se encontro
un ejemplar, mientras que otras especies como Chiropterotriton sp. se encontraron en
nameros relativamente elevados (mas de 10) en la corteza de tocones en bosque ralo.
Asimismo, P. cephalica fue encontrada bajo trocos grandes en zona de transicion entre

matorral y bosque.

Parra-Olea et al. (1999) sefialan que la region de Las Vigas (pob. 20) es un lugar que
alberga una fauna de salamandras grande y compleja formada por cinco especies
simpatricas de salamandras pletodéntidas: Chiropterotriton chiropterus, P. leprosa, P.
melanomolga, P. cephalica, y P. naucampatepetl. Parra-Olea et al. (2001) sefialan que

hubo un declive alarmante en la abundancia de salamandras en la década de los 80°s del
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siglo XX ya que algunas de éstas especies se encontraban en grandes numeros (mas de
100 por dia de colecta) con anterioridad. Actualmente, P. naucampatepetl se considera
extinta y aunque las otras cuatro especies estdn todavia presentes, son muy poco

abundantes (menos de 20).

Desafortunadamente, la situacion actual del habitat en esa zona es precaria, quedando
un remanente de bosque de Abetos (Abies) con bosque secundario y arbustos, mismo
que ha sido talado de forma extensiva. Siete afios han pasado desde la publicacién de
Parra-Olea et al. (2001), donde se menciond que la alta diversidad de esta region se
encontraba en peligro debido a actividades humanas, cuyo efecto probablemente
repercutiria en la desaparicion de algunas especies aun sin ser descritas. Es claro que
para la politica de conservacion en México el conocimiento que se genera y publica, asi
sea una revista de prestigio, recibe poca 0 ninguna atencion y peor ain no se ejecuta
ninguna accion de conservacion que frene un poco la presion sobre estas especies.
Nuevamente en este trabajo se recalca la importancia de proteger lugares como Las

Vigas antes de que la riqueza de nuestro pais se siga perdiendo a una tasa desmedida.

7.9 Declive de salamandras terrestres en ANP del centro de México.

En un escenario en donde en este momento los Parques Nacionales representaran un
habitat adecuado para las poblaciones de P. leprosa, tendriamos que ignorar las
siguientes condiciones:
Incendios provocados en casi todos los parques después de la temporada de
invierno con la finalidad de obtener nuevos brotes verdes de pasto “renuevo™ y

las cabras puedan comer. Saqueo de suelo con camiones para las festividades
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navidefias. Contaminacion con basura debido a festejos en las capillas de los
veneros de agua por los pobladores (en el lado poblano del Parque N.
Iztaccihuatl es muy comun dejar los residuos como plasticos y vidrio “no lo
recogen” este Ultimo también puede producir un incendio). Compactacién de
suelo por la permanencia de toros de lidia [en bosques de La Malinche].
Saqueo ilegal de arboles con motosierra (herramienta prohibida en ANP).
Sobre ecoturismo de montafia debido a que la region méas poblada de México
es la zona centro [ p. e. mas de 200 tiendas de campafia en las faldas del cerro
Telap6n durante el dia del montafista en el Parque N. Zoquiapan] y de eventos
electronicos con camiones de gente para celebrar el dia de la naturaleza
coordinados por el Instituto de la Juventud en La Malinche, y Aperturas de
caminos con maquinaria pesada de hasta 10m de ancho en el Pico de Orizaba
para la construccion del super telescopio e instalacion de antenas microondas y

establecimiento de torres de alta tension por la CFE, etc.

Aunado a lo anterior, la pobre representacion (genética) de la especie P. leprosa que se

encuentra protegida en los Parques Nacionales del centro de México (Clado 1) también

se ve amenazada por factores como el incremento de la radiacion UV-B, enfermedades

infecciosas, lluvia acida, contaminantes ambientales y calentamiento global (Frias-

Alvarez et al. 2008). De todos estos factores hasta ahora s6lo se tiene informacion

concreta sobre el efecto del cambio climéatico en bolitoglossinos. El cambio climético

genera una modificacion en el rango de distribucion de las salamandras terrestres (o de

su habitat, como resultado de un incremento en la temperatura y pérdida de humedad).

Esto puede provocar fragmentaciéon de las poblaciones reduciendo el tamafio efectivo

poblacional (Ne), la variabilidad genética y el potencial evolutivo (Spielman et al.
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2004). Para el caso de P. leprosa y el resto de salamandras de distribucién simpatrica,
se han encontrado que debido a su limitada vagilidad éstas enfrentan la pérdida de su
habitat y con ello desaparecen sus poblaciones. Asi, para las salamandras terrestres de
bosques templados, los rangos de habitat limitados por el incremento de la temperatura
se convierten en la principal amenaza, en un periodo muy corto (en 50 afios se habra
reducido considerablemente el habitat de la especie; Parra-Olea et al. 2005a) a pesar de

que se encuentren en Areas Naturales Protegidas.

Pseudoeurycea leprosa es la especie con la distribucion mas amplia y una de las que
mejor han resistido los cambios histéricos como vulcanismo y oscilaciones
pleistocénicas y, en tiempos humanos, fragmentacion y calentamiento global. Considero
que esta especie es un excelente indicador de lo que puede suceder con las 18 especies
de bolitoglossinos que viven en simpatria con P. leprosa y cuyo estatus para algunas de

ellas es de Peligro Critico como el caso de P. naucampatepetl.

Es conveniente entonces consolidar esfuerzos institucionales y gubernamentales en las
regiones con alto indice de diversidad de especies, para generar conciencia de
proteccion ambiental, e implementar una estrategia de uso renovable de los recursos
naturales que contemple la integracion de las poblaciones locales ya que finalmente en

sus manos se encuentra la permanencia del bosque y de sus especies.
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8. CONCLUSIONES

1.- La poblacion de Tres Mogotes presenta caracteristicas genéticas, morfolégicas, de
uso de habitat y distribucion geogréfica que sugieren puede considerarse como una

especie distinta de P. leprosa.

2.- Las distancias genéticas entre el Clado | y el Clado Il no son tan grandes como
sucede en muchas de las poblaciones del género Pseudoeurycea. Ademas, no presentan
una marcada diferenciacion morfolégica y ambos grupos son de hébitos terrestres. Por

tanto, se considera que el estatus de especie para estos grupos es el adecuado.

3.- En comparacién con el resto de los bolitoglossinos mexicanos que presentan una
distribucion restringida, P. leprosa se considera una especie de amplia distribucion en la

Faja Volcéanica Transmexicana.

4.- El linaje del Clado Il mantiene haplotipos ancestrales con grandes divergencias y
ademés presenta sorteo de linajes incompleto debido a que sus poblaciones se han
separado recientemente. El Clado | presenta haplotipos con poca divergencia, es decir
reciente coalescencia. El Clado | y el Clado Il han tenido una historia evolutiva

independiente y antigua.

5.- Ninguno de los clados de P. leprosa se encuentra o ha pasado por una expansion
reciente. La expansion probablemente ocurrié sélo para el Clado | hace mas de un
millon de afios. Por ello la formacion de la Faja Volcanica Transmexicana en el sector

Oriental durante el ultimo Ma y los cambios climaticos ocurridos a partir de los Gltimos
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200 mil afios han servido como detractores de la diversidad generada en los pasados 6
millones de afios, fragmentando grupos y eliminando poblaciones de P. leprosa

previamente establecidas.

6. Los Parques Nacionales protegen un grupo de poblaciones que tienen baja
variabilidad genética y de origen reciente (Clado 1). Por su parte, las poblaciones de P.
leprosa ubicadas al norte de la FVT son aquellas que presentan una divergencia mas
profunda, alto grado de fragmentacion de habitat ocasionado por actividades humanas,
bajos nimeros poblacionales y quedan fuera de las areas naturales protegidas. De esta
forma, las acciones de conservacion se deberian de enfocar en proteger el habitat de las

poblaciones del norte.
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ANEXO |

Instituciones nacionales y extranjeras que albergan ejemplares de P. leprosa.

ACRONIMO

NOMBRE

No.

ANO DE
ACTUALIZACION

CAS

CM

FMNH

GMNH

KU

LACM

LSUMZ

MCZz

MVZ

Department of Herpetology
California Academy of Sciences
Golden Gate Park, San Francisco

CA 94118-4599
Jens V. Vindum
JVindum «AT» CalAcademy.Org
Phone: (415) 750-7037
Section of Amphibians and Reptiles
Carnegie Museum of Natural History
4400 Forbes Avenue
Pittsburgh, PA 15213
Steve Rogers, Collection Manager
rogerss «AT» carnegiemuseums.org
Amphibians and Reptiles
Field Museum of Natural History
1400 S. Lake Shore Dr
Chicago, IL 60605-2496
Alan Resetar
aresetar «AT» fmnh.org
Georgia Museum of Natural History
Natural History Bldg.
University of Georgia
Athens, GA 30602-1882
Liz McGhee
emcghee «AT» arches.uga.edu
Division of Herpetology
Museum of Natural History
University of Kansas
Lawrence, KS 66045-2454
John E. Simmons
jsimmons «AT» ku.edu
Department of Ichthyology and
Herpetology
Natural History Museum of Los Angeles
County
900 Exposition Blvd.
Los Angeles, CA 90007
Jeff Seigel, Collection Manager
jsiegel «<AT» nhm.org
Museum of Natural Sciences
119 Foster Hall
Louisiana State University
Baton Rouge, LA 70803
Jim McGuire, Curator of Herpetology
jmcguire «AT» Isu.edu
Phone: (225) 578-3081
Collection Database

Department of Herpetology

Museum of Comparative Zoology
Harvard University
Cambridge, MA 02138
Jose P. Rosado
JRosado «AT» MCZ.Harvard.Edu
Phone: (617) 495-2496
*Gymnophiona and Caudata sections
Museum of Vertebrate Zoology
3101 Valley Life Sciences Bldg.
University of California
Berkeley, CA 94720
David B. Wake
Collection Database

73

872

101

128

79

122

538

AGOSTO-2000

FEBRERO 2003

SEPTIEMBRE-2000

JUNIO-2001

JULIO-1995

JULIO-2000

OCTUBRE-1994

JULIO-1994

MARZO0-2005
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ROM Centre For Biodiversity And

5
Conservation Biology

Royal Ontario Museum
100 Queen's Park
Toronto, Ontario
M5S 2C6 Canada
TCWC

Texas Cooperative Wildlife 28
Collection

Department of Wildlife and Fisheries
Sciences
Texas A&M University College Station
TX 77843-2258
R. Kathryn Vaughan
TNHCE Herpetology Division 2
Texas Memorial Museum
University of Texas
Austin, TX 78712
David Cannatella
catfish «<AT» mail.utexas.edu
UCM™M Zoology Section 4
University of Colorado Museum
UCB 265
Boulder, CO 80309
Amphibians & Reptiles
Mariko Kageyama, Collections Manager
mariko.kageyama «AT» colorado.edu
USNM Division of Amphibians and Reptiles 156
National Museum of Natural History
Smithsonian Institution
Washington D.C. 20560
UTA Department of Biology 14
UTA Box 19498
University of Texas at Arlington
Arlington, TX 76019
Jonathan A. Campbell
campbell «<AT» uta.edu
MZFC Facultad de Ciencias, 30
Universidad Nacional Auténoma de
México
Apartado Postal 70-399
Meéxico D. F. 04510, MEXICO
Tel. +(5255) 56 22 48 25, 56 22 48 32
Fax +(5255) 56 22 48 28
CNAR Circuito exterior s/n, Ciudad 158
Universitaria, Copilco, Coyoacan
A.P. 70-233 México, Distrito Federal.
C.P. 04510
Tel(s). (01) 5550-5148 y 5622-9067 ext.
47839
IPN Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
Instituto Politécnico Nacional
Prol. de Carpio y Plan de Ayala s/n
Col. Casco de Santo Tomas
11340 México D.F.
Tel. 5729 6000
Fax 5729 6000 ext 46205
UATX Universidad Auténoma de Tlaxcala 35
Licenciatura en Biologia
Km 10.5 de la carretera San Martin
Texmelucan, San Felipe Ixtacuixtla,
Tlax. C.P. 90720

MARZ0O-2001

JULIO-1994

JULIO-1994

OCTUBRE-1999

MAYO-2001

JULIO-1994
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ANEXO II

Localidades de colecta, y haplotipos encontrados para P. leprosa.

No. Localidad Latitud Longitud N NoH. Haplotipos

1 Nevado de Toluca, Edo. México 191137N 9950 53 W 4 1 R

2 Texcalyacatl, Estado de México 1907 14N 993000W 11 1 S

3 Dto. Leones. Distrito Federal 1916 00 N 91802W 5 1 T

4 Ajusco. Distrito Federal 19 10 58 N 99 1800 W 8 1 P

5 Santa Marta, Estado de México 190341 N 91917W 3 1 L

6 Zempoala, Estado de México 1903 12N 99 1835 W 5 1 Q

7 Popocatépetl, México 1904 22N 984242 W 7 2 J,K

8 Calpan, Puebla 190753 N 983530 W 6 2 A, C

g9 Atzompa, Puebla 191050 N 983335W 4 2 E,.F
10 Llano Grande Estado de Méx. 192020 N 9843 14 W 5 3 IL,G,H
11 Rio Frio, Estado de México 192158 N 984141 W 7 1 (0]
12 Nanacamilpa, Tlaxcala 192849 N 98 3546 W 4 2 M, N
13 Malinche Poniente, Tlaxcala 1911 14N 9801 19 W 2 1 A
14 Malinche Poniente, Tlaxcala 191528 N 980542 W 4 2 A, B
15 Malinche Norte, Tlaxcala 191637 N 98 0240 W 5 2 A, D
16 Malinche Oriente, Tlaxcala 191348 N 97 58 30 W 4 1 A
17 Texmalaquilla, Puebla 185631 N 971724 W 4 2 U, v
18 Texmola, Veracruz 1856 08 N 971440 W 1 1 \
19 Xometla 18 58 30 N 971126 W 3 3 W, X
20 Vigas, Veracruz. 193751 N 970526 W 5 3 Z, ac, ad
21 Teziutldn, Veracruz 193921 N 97 1500 W 1 1 Y
22 Tlatlahuquitepec, Puebla 194247 N 973224 W 3 2 aa, af
23 Tlaxco, Tlaxcala 194145N 980433 W 1 1 ab
24 Tres Mogotes, Puebla 183928 N 972924 W 1 1 Z
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ANEXO 11

distancia P sin comegir

Xaneh  XanB AW AB Mol MmtS  Mdme  Am2 A4 Apl Lol bl w2 w4 Nam  Naw  Pgol  Pgi  Rfdl  Mael  Teccl Cde  Zempl Tdel Vsl Vg Thp  Tk@ Tl Ve TreMOs pfischeini
h1 h2 h3 ha hs hé h7 h8 h9 h10 hil h1l2 h13 h14 hl5 h16 h1l7 h18 h1l9 h20 h21 h22 h23 h24 h25 h26 h27 h28 h29 h30 h31 GE

X h2 0.146

At h3 0.291 0.437

A ha 0.437 0.291 0.146

Mmtl  hS 1164 1310 0.873 1.019

Mats he 1166 1311 0.875 1.020 0.147

Mdps  h7 1310 1164 1019 0873 0.146 0.292

Aw2  h8 1456 1601 1164 1310 0291 0438 0437

A4 h9 1601 1747 1310 1456 0437 0583 0582 0.146

ARl h10 1164 1310 0873 1019 0291 0438 0437 0582 0.728

ol h11l 1601 1747 1310 1456 0437 0584 0582 0728 0873 0728

bwl  h12 1310 1456 1019 1164 0437 0583 0582 0437 0582 0.728 0.873

U2  h13 1164 1310 0873 1019 0.291 0438 0437 0.291 0437 0582 0728 0.146

Um4  h14 1310 1456 1.019 1.164 0437 0583 0582 0437 0.582 0728 0.873 0291 0.146

Newl  h15 1019 1.164 0728 0.873 0.146 0.293 0.291 0437 0.582 0.146 0582 0.582 0.437 0.582

Ne  h16 1164 1310 0873 1.019 0.291 0439 0437 0582 0728 0.291 0437 0728 0.582 0.728 0.146

Pl h17 1310 1456 1019 1164 0146 0292 0.291 0437 0582 0437 0582 0582 0.437 0582 0.291 0.437

Pa8  h18 1456 1601 1.164 1310 0.291 0438 0437 0582 0.728 0582 0.728 0.728 0.582 0.728 0.437 0.582 0.146

Rfol h19 1310 1456 1019 1164 0437 058 0582 0728 0.873 0437 0873 0.873 0.728 0.873 0.291 0.437 0582 0.728

Mael  h20 1601 1747 1310 1456 0437 0584 0582 0728 0873 0728 0582 0873 0728 0873 0582 0437 0291 0437 0873

Tewl h21 1601 1747 1310 1456 0437 0584 0582 0728 0873 0437 0873 0873 0728 0873 0582 0.728 0.582 0728 0.873 0.873

Cae  h22 1310 1456 1019 1164 0.146 0292 0291 0437 0582 0437 0582 0582 0437 0582 0.291 0437 0291 0437 0.582 0.582 0.582

Zempl  h23 1310 1456 1019 1.164 0.146 0292 0291 0437 0582 0146 0582 0582 0437 0582 0.291 0437 0291 0437 0582 0582 0.291 0.291

Tdel  h24 1601 1747 1310 1456 0437 0583 0582 0.728 0.873 0437 0873 0873 0728 0.873 0582 0.728 0582 0.728 0.873 0.873 0.582 0.582 0.291

Vesl  h25 3348 3.493 3057 3.202 3.057 3211 3.202 3.057 3.202 3.348 3.493 3.202 3.057 3.202 3.202 3.348 3.057 3.202 3.493 3.348 3.202 3.202 3.202 3.493

Ve h26 3.348 3.493 3057 3.202 3.057 3211 3.202 2766 2911 3.348 3.493 2911 2766 2911 3.202 3.348 3.057 3.202 3.493 3.348 3.202 3.202 3.202 3.493 0.291

Th  h27 3348 3202 3.057 2911 3.057 3212 2911 3.057 3.202 3.348 3.493 3202 3.057 3.202 3.202 3.348 3.057 3.202 3.493 3.348 3.202 3.202 3.202 3.493 0.582 0.582

Tkw  h28 2916 3062 2625 2771 2624 2776 2770 2333 2478 2915 3.061 2478 2333 2478 2.769 2915 2770 2917 3.061 3.062 2.769 2770 2770 3.061 2.186 1.894 2.186

Thul h29 2911 3057 2620 2766 2.620 2480 2766 2.620 2.766 2.911 2.766 2.766 2.620 2.766 2.766 2.620 2.766 2.911 3.057 2.766 2.766 2.766 2.766 3.057 2.766 2.766 2.766 0.874
Vess  h30 2475 2620 2183 2329 2183 2189 2329 2475 2620 2475 2329 2329 2183 2329 2.329 2183 2329 2475 2620 2.038 2329 2329 2329 2620 3.202 3202 3202 2478 2.183
TrsMogeh31 3372 3.204 2989 2821 2944 2757 2776 3.330 3.137 2946 3307 2972 2968 3.137 2940 3.135 3137 3330 3322 3524 3334 2776 2949 3117 5205 5205 4685 3917 3547 2828
pl<ei GE 6978 7.148 6.638 6.808 6962 6818 7.132 6970 7.32 6.966 7.140 6.649 6639 6801 6954 7.132 6.801 6.971 7.293 7.148 6983 6801 6975 7.28 8513 8183 8364 7660 7661 7.313 7.580

distancia corregida MV

Xaneh  XaneB AW AB Mol MmiS  MdmS  Am2 A4 APl Lol bl w2 w4 Naal  Naw  Pgol  Pgm  Rfdl  Mae  Teccl Cde  Zemol Tdel Vsl Vg  THup  Tk@ Tl Vg TreMoges Pfischeini
h1i h2 h3 ha h5 hé h7 h8 h9 hl10 hi1l hi12 h13 hl4 hl1l5 h16 h1l7 hi1i8 h19 h20 h21 h22 h23 h24 h25 h26 h27 h28 h29 h30 h31 GE

Xame8  h2 0.145

At h3 0.295 0.446

A ha 0.446 0.295 0.145

Mmtl  hE 1.243 1409 0907 1.066

Mnats  he 1245 1413 0909 1.068 0.145

Mdp8 7 1409 1245 1066 0.908 0.144 0292

Aw2  hg 1579 1751 1228 1392 0.290 0441 0438

Amd4  h9 1747 1922 1390 1556 0.437 0592 0.587 0.144

Aml  h10 1.233 1.398 0900 1.058 0.291 0.443 0.439 0590 0.742

o1 h11 1820 2002 1445 1619 0453 0.614 0609 0.768 0.927 0771

Uml  h12 1409 1579 1066 1.228 0437 0592 0587 0438 0.587 0.742 0.927

W2  h13 1245 1412 0.908 1.068 0.290 0441 0.438 0.290 0.438 0590 0.768 0.144

W4 h14 1409 1579 1.066 1.228 0437 0592 0587 0.438 0.587 0.742 0.927 0290 0.144

Nl h15 1.072 1235 0745 0.902 0.144 0293 0291 0440 0.590 0.143 0613 0590 0.440 0.590

Na®  h16 1.243 1410 0907 1.067 0.293 0446 0443 0595 0.748 0.291 0.454 0748 0.595 0.748 0.590

Pl h17 1409 1579 1066 1228 0144 0292 0290 0438 0.587 0439 0609 0587 0438 0587 0.748 0.443

Pes  h18 1589 1763 1235 1401 0291 0443 0440 0591 0.743 0593 0772 0743 0591 0743 0587 0598 0.145

Rt h19 1418 1589 1072 1235 0445 0602 0598 0753 0.909 0.442 0945 0.909 0.753 0.909 0.743 0.445 0598 0.757

M@ h20 1763 1940 1402 1570 0.440 0596 0591 0.745 0.899 0.748 0.606 0.899 0745 0.899 0.909 0.440 0.292 0.443 0.917

Ted h21 1759 1.935 1398 1566 0439 0595 0.590 0.743 0.897 0.442 0932 0.897 0.743 0.897 0.899 0.752 0590 0.747 0.915 0.904

Cae  h22 1409 1579 1.066 1.228 0.144 0292 0290 0438 0.587 0439 0.609 0587 0.438 0.587 0.897 0.443 0290 0.440 0.598 0.591 0.590

Zewl K23 1407 1576 1064 1.226 0.143 0291 0.289 0.437 0.586 0.144 0.608 0586 0.437 0586 0.587 0.442 0.289 0.439 0.597 0.590 0.290 0.289

Tdel  h24 1756 1932 1.396 1563 0438 0594 0589 0.742 0.896 0.441 00930 0896 0.742 0.896 0.586 0.751 0.589 0.746 0.913 0.903 0.592 0.589 0.290

Vesl  h25 4363 4594 3835 4.052 3.734 3.997 3.944 3741 3944 4192 4586 3.944 3.741 3944 0.896 4.247 3.850 4.114 4512 4333 3982 3.944 3.936 4.406

Ve h26 4363 4594 3835 4052 3.734 3997 3944 3336 3.534 4.192 4586 3534 3.336 3.534 3.944 4.247 3850 4.114 4512 4.333 3.982 3944 3936 4.406 0.291

TH  h27 4420 4197 3880 3.670 3.777 4.045 3574 3784 3.990 4.243 4646 3990 3.784 3.990 3.534 4.299 3.896 4.166 4.570 4.388 4.029 3.990 3982 4.461 0.593 0.593

Teo  h28 3591 3.803 3.122 3323 3049 3282 3243 2678 2862 3.465 3.802 2862 2678 2862 3.990 3.506 3.243 3.474 3742 3674 3270 3243 3237 3662 2557 2181 2582

Tl h29 3670 3.888 3.185 3391 3107 2895 3307 3.113 3.307 3.537 3392 3307 3113 3307 2862 3.110 3.307 3.546 3.824 3279 3336 3307 3301 3739 3482 3482 3523 0.920
Vet h30 2979 3183 2541 2734 2485 2501 2672 2862 3.048 2881 2738 2672 2490 2.672 3.307 2486 2672 2.888 3.134 2.288 2693 2672 2667 3.071 4132 4132 4.185 2976 2583
TrsMgEh31 4267 3994 3617 3.362 3.554 3268 3304 4082 3.816 3554 4.126 3563 3563 3.816 2.672 3.865 3.816 4.142 4.185 4.412 4132 3304 3554 3806 8.027 8027 6974 5202 4.623 3.404
Pismi GE 18.553 18.906 15.981 16.399 15.927 15.024 16.303 15.955 16.303 15.928 19.680 15.175 15.175 15.561 3.816 17.084 15561 17.335 18.207 17.111 16.691 15561 15927 16.276 28.332 28.301 28.317 20.774 20.886 20.143 18.466
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ANEXO IV

4-1

L J

Reconstruccion de NCPA de modo Manual. Las letras denotan los haplotipos encontrados.

A. Parque Nacional Malinche y Parque Nacional Iztaccihuatl (8, 13, 14, 15 y 16); B. Poniente del Parque
Nacional Malinche (14); C. Calpan Parque Nacional Iztaccihuatl (8); D. Norte del Parque Nacional Malinche
(15); E-F. Atzompa Parque Nacional Ixtaccihuatl (9); G-H-1. Llano Grande Parque Nacional Zoquiapan (10); J-
K. Parque Nacional Popocatepetl (7); L. 8.5 oeste km de Santa Marta (5); M-N. Nanacamilpa (12); O. Rio Frio
Parque Nacional Zoquiapan (11); P. Parque Nacional Ajusco (4); Q. Parque Nacional Lagunas de Zempoala (6);
R. Nevado de Toluca (1); S. Texcalyacac (2); T. Desierto de los Leones (3); U-V. Texmalaquilla (17), W.
Texmola (18); W-X. Xometla (19).
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CLADOS-0

Texmolz (18)
Xometla (19)

Texmalaguilla (17)

Malinche(s,13 4,15,15) - —

Malinche Pnte. {14) =

Cealpan (8)
Mzalinche (15)

Atzompa (9)

Llano Grande (10)

Sta. Marta (5)

Popocatepatl (7)

Nanacamilpa (12)

Rio Frio (11)

Ajusco (4)

Zempoals (6)

Toduca (1)

Texcalyacac (2)

Dto. gz los
Leonas (3)

TOTAL

41

I-TDe: 137.3 L
-TDn: 1.4
1-19-NO:FR

CLADOS-1 CLADOS-2 CLADOS-3
e R 7 ,
loc: 1005 i 2.7 }—-—vd 32 —
—— Dn: 11.71L
1-1 .
X 008 21 |
;1201
E-F_ r 2-2
L 1-2 Dc:00S
. Dn: 1208
e — S 1-19-20-NO|
I r 2-3
L 14 1 |irpeoos
I3 I-TDn: 04 L
o I B | 3-1
1:19-20-NO lToc: 718
r TDn: 61.8
e ——] o 2.4 121912413
1-6 \-T De: 0.00 L —
r 17 |-T Dn: -0.001
- - l‘!-1 9-20-NO
— [ 18
LT DG 72
T D 80 2.5
D¢: 20,45
- . |IDn: 91 685
L 19 _ 1-2-3-5-15-21-
S CoL
110
—_— 11— 2.6 —

Resumen gréfico del anidamiento del NCPA de modo manual. Se indican valores estadisticamente significativos
de Dc, Dn e I-T. Las distancias que son significativamente grandes o pequefias estan sefialadas con unaL 0 S
respectivamente. Se muestra la guia de la clave de inferencia. COL = Colonizacion a gran distancia. FR =

Fragmentacion.
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Reconstruccion de NCPA de modo Manual. Las letras denotan los haplotipos encontrados.

A. Parque Nacional Malinche y Parque Nacional Iztaccihuatl (8, 13, 14, 15 y 16); B. Poniente del Parque
Nacional Malinche (14); C. Calpan Parque Nacional Iztaccihuatl (8); D. Norte del Parque Nacional Malinche
(15); E-F. Atzompa Parque Nacional Ixtaccihuatl (9); G-H-1. Llano Grande Parque Nacional Zoquiapan (10); J-
K. Parque Nacional Popocatepetl (7); L. 8.5 oeste km de Santa Marta (5); M-N. Nanacamilpa (12); O. Rio Frio
Parque Nacional Zoquiapan (11); P. Parque Nacional Ajusco (4); Q. Parque Nacional Lagunas de Zempoala (6);
R. Nevado de Toluca (1); S. Texcalyacac (2); T. Desierto de los Leones (3); U-V. Texmalaquilla (17), W.
Texmola (18); W-X. Xometla (19).
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CLADOS-0 CLADOS-1 CLADOS- 2 CLADOS- 3 TOTAL

Dto. de los

Leones (3) 17 j"' Dc;%.g s
3 o o | Dn:21.738
1 I r . 5
anacamilpa{12) — 111 J‘.—— 1-19-NO
Ajusco (4
e s 23 D S8
De 1008 < CL 34,
Zempoala (6) —_— n{x " :"11 - gfu ;.gz-s Dn: 43.1
y o < . 1:19-20-2:11- 1-2-10
Texcalyacac () — 1.5 — 1213 14:FR
Toluca (1) i is
Rio Frio {11) - 13— 21
- X L Dc:00S

Dn:8es

Nanacamilpa (12) I T 1412 — 1-19-20-NO|

Texmalaguilla (17)

115 _ 28 41
Xometia (19) 116 } De:0.0 3.2

35 P Dn: 15.0 I-T De: -3.2
S X o De: 6.0 ol

A L 147 On: 10.9 "I 2"1'1"1'22
T ifla (17 - 314-NO:
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Malinche(s 3 18,1518) &
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' ' = Dc:00S Dc:184 8
G-E-1 ) Dn: 18.0S Dn:gB.2L
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- g |_[Dc:0.08
Sta. ) : . Dn: 18.45
ta.Mana () & 4.4 —J |1-19-20-NO

Resumen gréafico del anidamiento del NCPA de modo automatizado. Se indican valores estadisticamente
significativos de Dc, Dn e I-T. Las distancias que son significativamente grandes o pequefias estan sefialadas con
una L o S respectivamente. Se muestra la guia de la clave de inferencia. COL = FR = Fragmentacion.
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ANEXO V
Caracteristicas de la especie
Algunos de los siguientes datos de la especie fueron tomados de Uribe et al. (1999).
Hébitat: Se encuentra en areas cubiertas por bosque de Pinus, Pinus-Abies o de Pinus-Quercus, son
lugares templados y se caracterizan por ser himedos o muy hlimedos.
Tamafio: Mediano; con Longitud Hocico-Cloaca = 44.7 + 6.4 mm y Longitud Cola = 35.7 mm; las
hembras son mas grandes que los machos y de forma alargada, la cola y extremidades largas.
Cabeza: Ovalada vista desde arriba, hocico corto (3.7 mm) con los orificios nasales en la region
anterior a los ojos, pequefios y separados uno del otro; la boca es grande, con 40 o mas dientes
maxilares-premaxilares a cada lado, pequefios, con la punta de color rojizo.
Cuello: Del mismo ancho que la cabeza.
Cuerpo: Largo, casi cilindrico; con doce pliegues costales.
Cola: De menor longitud que el cuerpo; es de apariencia anillada porque en toda su extension presenta
surcos circulares; en su parte ventral presenta un canal longitudinal.
Extremidades: Cortas; los dedos no estan ensanchados en su parte terminal y la membrana interdigital
no incluye falanges de los digitos medios de los pies.
Parte dorsal: Color café amarillento con puntos dispersos gris claro; en su parte lateral, es gris un
poco mas claro que los puntos y en su parte ventral es gris palido. La regién gular es de coloracion mas
clara, blanquecina.
Alimentacion: Esta constituida béasicamente por coledpteros, dipteros, ortopteros, aracnidos,
quilépodos y diplépodos.
Reproduccion: Durante el verano se localizan poblaciones en las que se presentan crias,
jovenes y adultos. La actividad sexual se registra a fines de verano y principios de otofio.

Taxonomia de Pseudoeurycea leprosa
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En 1869 Edward Drinker Cope profesor de Zoologia de Haverford College en Pensilvania, describid
por vez primera a la especie Spelerpes leprosus basadndose en dos especimenes (Sintipos) de la Familia
Plethodontidae colectados en Orizaba, Veracruz, México (localidad tipo); actualmente, estos
ejemplares estan depositados en el United States National Museum of Natural History (USNM),

Smithsonian Institution, Washington.

El género Pseudoeurycea fue propuesto 75 afios mas tarde (1944) por Edward H. Taylor, tomando
como especie tipo del género a Spelerpes leprosus, al cual le asignd el nombre de Pseudoeurycea
leprosa; de esta manera S. leprosus y los diez nombres propuestos a lo largo de esos 75 afios, pasaron a
ser una sinonimia y Pseudoeurycea leprosa queda como nombre valido de la especie con el siguiente

arreglo taxonémico:

Clase Anfibia Linnaeus, 1758

Orden Urodela Latreille, 1825

Familia Plethodontidae Gray, 1850

Subfamilia Plethodontinae Gray, 1850

Género Pseudoeurycea Taylor, 1944

Especie Pseudoeurycea leprosa (Cope, 1869)

Sinénimos:
Spelerpes leprosus Cope, 1869; Spelerpes laticeps Brocchi, 1883; Geotriton leprosus
Garman, 1884; Geotriton laticeps Garman, 1884; Spelerpes orizabensis Blatchley,1893;
Spelerpes gibbicaudus Blatchley 1893; Oedipus leprosus Duna 1918; Eurycea leprosus Noble
1921; Oedipus orizabensis Taylor, 1939; Oedipus leprosus Taylor, 1939; Bolitoglossa leprosa

Taylor, 1941; Pseudoeurycea leprosa, Taylor 1944,
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