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ANALISIS FILOGEOGRAFICO ENTRE LINAJES MITOCONDRIALES DEL
CHAPULIN SPHENARIUM PURPURASCENS (ORTHOPTERA:

PYRGOMORPHIDAE) .

Macho de Sphenarium purpurascens ilustrado por Sanabria-Urban O. S.




AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autonoma de México por abrirme sus puertas a un
mundo de conocimientos, cultura y personas.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Teenologia (CONACyT) por el apoyo
economico otorgado para el estudio a través del proyecto 57009.

A la Secretaria de Educacion Publica (SEP) a través de la Comision Nacional de
Becas para la Educacion Superior (CNBES) por su beca otorgada (043247).

A mi directora de tesis la Dra. Sofia Solérzano Lujano y a mi jurado, integrado
por: Dr. Ken Oyama Nakagawa, Dr. Ratl Cueva del Castillo Mendoza, M en C. Maria
del Pilar Villeda Callejas y Dr. Juan Nunez Farfan, por su disposicion y compromiso
para asesorar mi trabajo.

A'los M. en C. Laura Marquez Valdelamar (IB, UNAM) y Alejandro Monsalvo
Reyes (UBIPRO, FESI) por su apoyo técnico y las facilidades prestadas durante el

desarrollo experimental del estudio.

A mi companera y amiga Daniela Reyes Covarrubias, por su importante
contribucion en el trabajo de campo y laboratorio.

Al Dr. Jorge Campos Contreras (UBIPRO, FESI), al M en C. Carlos Rosas
Osorio y a mis amigos Eduardo Cruces Becerra, Alejandra Aline Pingarroni Martin
del Campo y Carolina Molina Garay por su ayuda en el trabajo de campo.

Al Dr. Raymundo Montoya Ayala (UBIPRO, FESI) por sus asesorias para la

utilizacion de SI1G.



AGRADECIMIENTOS A TIiTULO PERSONAL

Al Dr. Raal Cueva del Castillo por el conocimiento y la amistad que ha
compartido conmigo. Especialmente, gracias por todo el apoyo y la solidaridad que

me mostro cuando mas lo necesite.

A mis companeros y amigos del laboratorio: Carlitos, Alex, Carolina, Daniela,
Jazmin, Veritos, Paco-Beto, Gustavo y Hector, por las alegrias y todo el companerismo
que siempre mostraron con migo, en la convivencia diaria en el Lab.

A mis primos Mari y Luis, mis tios Antelmo, Andres v Adelina, mis abuelos
Conchita y Salvador y mis hermanos, por mostrarme el valor de la familia y ser un
ejemplo a seguir. Gracias por todo su apoyo.

A ti Aline porque tu amistad, tu persona y tu carino son la alegria y la ilusion

mas grande de mi vida.



DEDICATORIA

Esta tesis esta dedicada a mis padres, a toda mi familia y a ti Aline, porque su
apoyo, su comprension y su amor son la razon y el motor que impulsan mi vida
diaria. I'n especial, este trabajo te lo dedico a ti Mamd, porque tus ensenanzas son el
cimiento de lo que soy ahora y porque con tu ejemplo y tu carino me has ensenado a

tener pasion y gusto por lo que hago. Por todo esto, a todos ustedes les doy las gracias.



INDICE

RESUMEN
INTRODUCCION
METODOS
RESULTADOS
DISCUSION

LITERATURA CITADA



RESUMEN

El chapulin Sphenarium purpurascens es conocido en México por ser una plaga comin
para los cultivos de semillas y una fuente de alimento desde tiempos prehispanicos. A pesar
de la importancia economica y la incertidumbre sobre los origenes de esta especie hasta la
fecha no se tienen datos moleculares sobre su variacion genética que brinden elementos
para entender su historia evolutiva intraespecifica y su estructura genética poblacional. Con
esta finalidad, el presente trabajo realizo un analisis filogeografico a partir de la variacion
genélica encontrada en las secuencias de cuatro regiones del genoma mitocondrial (125,
16S, Cit b y COI). Se analizaron 94 individuos de nueve poblaciones del centro y una del
sur de México. Se encontr6 que solo las regiones 12S y COI fueron variables. La region
COI mostré la mayor variacion. Se identificaronen total 25 haplotipos, repartidos en las
diez poblaciones, con porcentajes de distancias génicas entre 0.01 y 2.7 %. Sin embargo, los
niveles de divergencia y de polimorfismo detectados en S. purpurascens fueron bajos en
comparacion con otros estudios. Las relaciones filogenéticas separaron a los 25 haplotipos
en dos clados monofiléticos y en cinco grupos genéticos internos. El patron de distribucion
geografica de los grupos genéticos indico una estrecha relacion entre ocho de las
poblaciones analizadas, que se ajusté a una estructura filogeografica moderada y se
identifico al menos un probable haplotipo ancestral. Por otro lado, también se identificaron
dos poblaciones potencialmente aisladas desde tiempos historicos. Gran parte de las
poblaciones analizadas mostraron niveles significativos de diferenciacion. Aunque el flujo
génico interpoblacional no se ajusté aun modelo de aislamiento por distancia si hay
estructuracion de la variacion genética, donde ocurre un flujo génico considerable entre la
mayoria de las poblaciones cercanas geograficamente. En general todos los resultados de

este estudio concuerdan con una dispersion moderada de S. purpurascens.




INTRODUCCION

El chapulin Sphenarium purpurascens Charpenter 1894 (Orthoptera; Pyrgomorphidae)
es conocido en México como una de las principales plagas para los cultivos de maiz, {rijol,
ayocote, cebada y alfalfa (SARH-Tlaxcala, 1993; CESAVETLAX, 1995; Cerritos y Cano-
Santana, 2008). Asi como también por ser un elemento comin en la dieta tradicional de
muchos pueblos mexicanos desde tiempos precolombinos hasta la actualidad,
principalmente en los estados de Oaxaca y Puebla (Grimaldo et al., 1958; Massieu et al.,
1959; Cerritos y Cano-Santana, 2008). Este insecto aptero tiene un ciclo de vida anual que
micia con la eclosion de los huevos que ocurre durante la temporada de lluvias, desde
mediados de mayo a principios de junio (Lugo-Olguin y Cueva del Castillo, 2007).
Posteriormente, se distinguen cinco estadios ninfales que transcurren en un periodo de
cinco a seis semanas antes de completar su desarrollo a adulto (Alfaro, 1995). En la fase
adulta, este insecto permanece activo de 13 a 14 semanas (Alfaro, 1995). La maxima
abundancia de individuos adultos se presenta a mediados de octubre y disminuye en meses
posteriores (Serrano-Limoén y Ramos-Elorduy, 1990). Durante estos meses, también ocurre
el apareamiento, después del cual las hembras depositan sus huevos en el suelo donde
permaneceran aproximadamente por 17 semanas hasta su eclosion (Serrano-Limoén y

Ramos-Elorduy, 1990).

Este chapulin tiene una distribucion neotropical (Kevan, 1977). Su presencia esta
documentada principalmente en el centro y sur de México en las entidades federativas de
Hidalgo, México, Distrito Federal, Michoacan, Querétaro, Puebla, Tlaxcala, Veracruz,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Grimaldo et al., 1958; Kevan, 1977; Marquez-Mayaudon, 1962;
Kevan, 1977; Cueva del Castillo et al., 1999a). No obstante, algunos autores consideran que
esla especie podria estar presente en otros estados mas al norte de México (Cerritos y Cano-
Santana, 2008), asi como también en otros paises de América Central (Kevan, 1977), aunque

no se cuente con registr() de esto.

El origen de S. purpurascens esta lejos de ser claro. Segin Kevan (1977) la biogeografia
de los pyrgomorfidos, distribuidos en los tropicos del mundo, indica que el origen de este
grupo es Gondwanico. Sin embargo, la subtribu Sphenariina, compuesta por los géneros

Sphenarium, Prosphena 'y Jaragua (Pérez et al., 1995), parece tener un origen mas reciente




debido a que esta subtribu se distribuye exclusivamente en México y América Central.
Ademas los parientes mas cercanos de esta subtribu se encuentran en Asia (en China y el
Tibet) en los miembros de la subtribu Mekongiana. Con base en esto, Kevan (1977) ha
propuesto que el origen de Sphenariina en América se dio a partir de incursiones a este
continente de antepasados asiaticos que atravesaron por el estrecho de Bering. Sin
embargo, no explica en detalle como organismos plenamente tropicales se desplazaron por
regiones templadas y articas.

La mayoria de los estudios sobre .S purpurascens han trabajado con su biologia general
(e. g. Kevan, 1977; Alfaro, 1995), su biologia reproductiva (e. g. Marquez-Mayaudon, 1962;
Cueva del Castillo et al., 1999a y 1999b; Lugo-Olguin y Cueva del Castillo, 2007), su
importancia alimenticia (e. g. Grimaldo et al.,, 1958; Ramos-Elorduy, 2004) y mas
recientemente, la diferenciacion morfologica entre sus poblaciones (Galicia-Mendoza, 2002;
Cueva del Castillo et al., en revision). Sin embargo, hasta el momento no se tiene
conocimiento sobre la magnitud de la variacion genética, los procesos de flujo génico entre
las poblaciones (estructura genética poblacional) o la historia evolutiva a nivel molecular de

esla especie u olras especies cercanas.

La informacion obtenida del empleo de téenicas moleculares ha permitido inferir la
estructura genética poblacional y la historia evolutiva de las especies (Avise, 2000). Entre
eslas técnicas destacan aquellas que permiten la deteccion de una alta variacion como la
secuenciacion (Nei, 1987; Avise, 2000). Cuando esta técnica se aplica a la molécula del ADN
mitocondrial (ADNmt), es posible comparar las similitudes y las diferencias entre
poblaciones, examinar sus procesos de flujo génico e identificar linajes genealogicos dentro
de las especies (Avise et al., 1987; Avise, 2000). En los animales esta molécula se hereda
unicamente por via materna (Lansman et al., 1983; Gyllensten et al., 1985) lo que permite
rastrear la historia evolutiva entre linajes maternos sin que estén presentes procesos de
recombinacion. Las mutaciones en el ADNmt se estima que ocurren en tasas de cambio de
hasta diez veces mas que las del genoma nuclear (Brown et al., 1979; Brown et al., 1982).
Ademas, al igual que otros en marcadores la evolucion del ADNmt se considera neutra
(Avise et al., 1987), lo cual implica que sus mutaciones no afectan la adecuacion de los

organismos.




La filogeografia estudia la distribucion geografica actual de los linajes genealogicos
presentes en las poblaciones de una especie o en especies cercanas. El principal objetivo de
esta disciplina es analizar los factores y procesos que determinan o influyen en esta
distribucion geografica (Avise, 2000). El analisis y la interpretacion de los patrones de
distribucion de los linajes genealodgicos requiere la integracion de los marcos teoricos y
metodologicos de la biologia evolutiva con la sistematica molecular, la genética de
poblaciones, la demografia historica y la ecologia (Avise et al., 1987; Avise, 2000). Los
analisis filogeograficos han permitido obtener informaciéon sobre como, cuando y la
magnitud con la que eventos geoldgicos (e.g. formacion de montanas, elevacion de
continentes, glaciaciones), procesos ecologicos (e.g. colonizacion, extincion) y demograficos
(e.g. incremento o reduccion poblacional) han impactado en la distribucion de la variacion
genética dentro de las poblaciones de una especie (Avise et al., 1987; Avise, 2000; Knowles,
2009). Asi los estudios filogeograficos han permitido inferir la historia evolutiva
intraespecifica y han formado una conexion directa entre los procesos microevolutivos y
macroevolutivos, ya que las trayectorias historicas de herencia que se infieren de los linajes
en las poblaciones pueden seguirse mas alla del nivel de especie (Avise et al., 1987; Avise,

2000).

En filogeografia se ha propuesto una hipdtesis principal, la cual establece que la
mayoria de las especies se componen de poblaciones geograficas y sus integrantes ocupan
ramas o grupos filogenéticos diferentes en una filogenia intraespecifica. Esta concordancia
geografica de los grupos filogenéticos se llama patron filogeografico y puede ser marcado o
moderado (Avise et al., 1987; Avise, 2000). A partir de esta hipotesis se pueden derivar los
siguientes corolarios: i) cuando las especies tienen un patron filogeografico moderado
poseen historias de vida asociadas a la dispersion y no han tenido impedimentos al flujo
génico y ii) un patron filogeografico marcado esta asociado a la existencia de prolongadas
barreras extrinsecas al proceso de flujo génico interpoblacional (Avise et al., 1987:Avise,
2000). Se ha demostrado que varias especies de animales tienen un patron filogeografico
marcado, lo cual implica que los linajes genealdgicos tienen una alta concordancia con su
distribucion geografica. Lo anterior se ha encontrado tanto en especies de vertebrados (e.g.
Seutin et al., 1993; Hendersson y Hedges, 1995; Ryan et al., 1996; da Silva y Patton, 1998;
Perdices et al., 2002), como de invertebrados (e. g. Wilcox et al., 1997; Wen-Bin et al., 2004;

Hochkirch y Gorzing, 2009). No obstante, también hay casos en los que el patron




filogeografico es moderado (Bermingham y Avise, 1986) o incluso ausente (Chapco et al.,

1992; McMillan y Bermingham, 1996; Zeh et al., 2003). Las explicaciones al origen de todos

estos patrones filogeograficos se fundamentan principalmente en los niveles de flujo génico

ocurrido entre las poblaciones y la presencia o la ausencia de barreras que establecen un

aislamiento geografico entre las poblaciones.

A partir de datos generados en distintos taxa, se han propuesto cinco grandes

categorias de patrones filogeograficos, las que se obtienen construyendo filogenias

derivadas del ADNmt (Avise et al., 1987; Avise, 2000). Estas categorias se conforman en dos

grupos de acuerdo a los patrones de divergencia genética. El patron de divergencia

discontinuo indica una separacion filogenética pronunciada entre linajes. El patron de

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

CUADRO 1

Cinco categorias de patrones filogeograficos propuestas por Avise el al. (1987) y Avise (2000).

PATRON DE DIVERGENCIA

CIRCUNSTANCIAS EVOLUTIVAS

CATEGORIA . DISTRIBUCION GEOGRAFICA
N - GENETICA S ) PROBABLES
Los grupos filogenéticos se Barreras ancestrales al flujo
1 Di . separan por muchas mutaciones y génico o la extincion de linajes
iscontinuo . .. gt . . .
cada grupo filogenético ocupa intermedios en especies de flujo
regiones geograficas diferentes. génico limitado.
Los grupos filogenéticos se , . .
. Admision reciente a esas
) . separan por muchas mutaciones . . .
11 Discontinuo . regiones y/o existencia de
aunque ocupan las mismas S, .
. , barreras intrinsecas en la especie
regiones geogralicas.
Los grupos filogenéticos se
L. diferencian escasamente entre Flujo génico limitado en ausencia
111 Continuo PR i n
si. Sin embargo, ocupan de barreras geograficas
regiones geograficas diferentes
Los grupos filogenéticos se
: L diferencian escasamente entre Flujo génico extensivo en
1V Continuo . . o
ellos y ocupan las mismas ausencia de barreras geograficas
regiones geograficas
Los grupos filogenéticos se
diferencian escasamente entre
. . st, aunque ocupan las mismas Flujo génico intermedio en
V Continuo

regiones geograficas algunos
grupos son mas frecuentes en
regiones especificas.

ausencia de barreras geograficas




Algunos estudios filogeograficos en ortopteros apteros parecidos a S. purpurascens en
sus historias de vida (e.g. Deinacrida connectens, Trewick et al., 2000; Loxoblemmus
appendicularis, Wen-Bin et al., 2004; Dollichopoda sp, Allegrucci et al., 2005; Melanopus
oregonensts, Knowles y Richards, 2005; Arminda sp, Hochkirch y Gorzing, 2009), han
encontrado que existe un patron filogeografico marcado y gran diferenciacion genética
entre sus poblaciones. Esta condicion ha sido asociada a la presencia de barreras de
aislamiento geografico claras entre las poblaciones. Asi, los resultados de estos trabajos
permiten establecer algunas ideas sobre la posible estructura filogeografica de S
purpurascens. Por ejemplo, si la dispersion es relativamente baja como resultado de la
incapacidad de vuelo de este chapulin, es probable que las poblaciones de esta especie se
mantengan aisladas genéticamente (si existen barreras biogeograficas entre ellas). Sin
embargo, el patron de distribucion actual de la especie parece indicar la ausencia de
barreas de aislamiento geografico. Por tal motivo se esperaria encontrar en.S. purpurascens: i)
que las poblaciones muestren un patrén filogeografico moderado, con linajes poblacionales
ligeramente diferenciados pero restringidos a regiones geograficas diferentes (Categoria
M1, Cuadro 1), y ii) que la estructura genética interpoblacional se ajuste a un modelo de
flujo génico de aislamiento por distancia, donde las poblaciones geograficamente cercanas

sean también las genéticamente mas cercanas.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Establecer las relaciones filogeograficas entre linajes mitocondriales de diez
poblaciones de México del chapulin Sphenarium purpurascens con la finalidad de inferir sus

procesos evolutivos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la variacion genética mitocondrial de la subunidad I de la citocromo
oxidasa en diez poblaciones mexicanas de Sphenarium purpurascens para determinar un

patron filogeografico.

2. Analizar la estructura genética en diez poblaciones mexicanas de Sphenarium

purpurascens para inferir el patron de flujo génico.




METODOS

COLECTA DEL MATERIAL BIOLOGICO

La colecta se realizo durante los meses de septiembre y octubre del 2008 en diez
poblaciones del centro y sur de México identificadas previamente por Galicia-Mendoza
(2002) (Cuadro 2y Figura 1). En cada localidad se colectaron 10 organismos adultos, que
fueron almacenados a temperatura ambiente y posteriormente en el laboratorio a - 70 °C.

Las distancias geograficas entre las poblaciones variaron entre 16.9 y 547.81 km (Cuadro 3)

CUADRO 2

Ubicacion de las poblaciones muestreadas en este estudio.

COORDENADAS GEOGRAFICAS

LOCALIDAD ENTIDAD FEDERATIVA
LATITUD NORTE LONGITUD OESTE

Peiia de Bernal (PN) Querétaro 20° 30" 5.21" 100° 25" 31.00"
Acambaro (AC) Guanajuato 20° 9" 38.22" 100° 32" 51.63"
Guanajuato (GU) Guanajuato 19° 56" 16.95" 100° 46" 11.69"
Pedregal de San Angel (PD) Distrito Federal 19° 18" 50.24" 99° 11" 30.59"
Malinalco (ML) México 18° 56" 45.09" 99° 29" 14.79"
Atotonilco (AT) Tlaxcala 19° 22" 24.65" 98° 27" 55.08"
Papalotla (PP) Tlaxcala 19°9" 43.95" 98° 13" 24.59"
Yecapixtla (YC) Morelos 18° 51" 35.02" 98° 50" 40.00"
Cholula (CHI) Puebla 19° 37 22.90" 98° 18’ 15.30"

Monte Alban (MA) Oaxaca 17°2"10.41" 96° 46" 0.36"

CUADRO 3

Matriz de distancias geograficas entre las poblaciones

PN AC GU PD AT PP ML YC CH MA
PN - 46.24 79.11 188.47  243.13  274.89  205.89  250.23  277.53  547.81
AC -- 39.84 172.7 23554 267.28 17834  231.04  266.28  528.43
GU - 180.45  248.39 27919 17557  237.17  276.72  532.02
PD -- 77.11 101.15 53.73 63.73 95.41 359.06
AT -- 34.41 119.61 71.28 39.24 314.26
PP -- 136.13 75.68 16.9 282.07
ML -- 67.31 122.65  355.47
YK - 59.13 298.5
CH -- 274.62

MA
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AISLAMIENTO DEL. ADN

El ADN gendmico total de los individuos de cada poblacion fue aislado de acuerdo
con las especificaciones del DNeasy Blood & Tissue kit (QUIAGEN). Para evitar
contaminaciones posibles con otros genomas (e.g. parasitos del tracto digestivo) se utilizo
exclusivamente el masculo del fémur 111 de cada individuo. EI ADN gendémico total aislado
se visualizo en geles de agarosa al 0.8 % tenidos con bromuro de etidio y luz ultravioleta en
el equipo Multiimager tmLight Cabinet (Alpha Innotec Corporation). Cada muestra de

ADN se almaceno a - 20 °C para las reacciones subsecuentes.

AMPLIFICACION DE LAS REGIONES DEL ADNMT MEDIANTE PCR

Debido a que no existen primers especificos para S. purpurascens, se utilizaron los
disenados para otras especies de ortopteros (Cuadro 4). A partir de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se amplificaron las regiones blanco
correspondientes a las subunidades 125 y 16S del ARN ribosomal, la subunidad del

\

citocromo b (Cit b) y la subunidad de la citocromo oxidasa 1 (COI), del ADNmt. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: inicialmente se desnaturalizo el ADN
por 5 min a 94 °C. Posteriormente, cada ciclo de PCR consistio en 30 s de desnaturalizacion
a 94 °C, 45 s de alineamiento a 50, 55 6 58 °C (dependiendo de la temperatura de
alineamiento (7m) de los primers, Cuadro 4) y 2.5 min de extension a 72 °C. Después de 35
ciclos, se dio un tiempo de extension final por 5 min a 72 °C. Estas condiciones de PCR se
establecieron con base en las indicaciones de los autores de los primers (Kocher et al.,
1989; Flook y Rowell, 1996; Zhang y Hewitt, 1997).

[Los productos de la amplificacion de PCR se visualizaron con luz ultravioleta en geles
de agarosa al 1.2 % tenidos con bromuro de etidio, en el equipo Multiimager tmLight
Cabinet (Alpha Innotec Corporation). Dado que se obtuvieron bandas tnicas en la

amplificacion, las reacciones de PCR fueron purificadas directamente siguiendo las

especificaciones del PCR Purification Kit (QUIAGEN).




CUADRO 4

Regiones blanco del ADNmt utilizadas en S. purpurascens.

REGION TAMANO Tm 1D DEL SO -
BLANCO ESPERADO (PB)  (“C) PRIMER DELUEAL ‘NTE
125 380 s  ORJ14233 5-AAGAGCGACGGGCGATGTGT-3 Flook y

) ‘ ) SRN14588 5 -AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT-3 Rowell (1996)
168 550 55 LNR13398 5-CGCCTGTTTAACAAAAAACAT-3 Flook y

LNJ12887 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3 Rowell (1996)

Cith 432 50 114841 5-AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA =37 Kocher et al.

- H15149 5-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3 (1989)

COl 1300 =3 C1J1763 5 TATAGCATTCCCACGAATAAATAA-3 Zhang y

N ) ) TL2N3014 5-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3' Hewitt (1997)

SECUENCIACION

Los productos de PCR purificados se secuenciaron siguiendo las instrucciones del

Big Dye Terminator v.3.1. Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). Las reacciones se
prepararon para los dos sentidos de cadena (forward: 5' = 3'y reverse: 3' = 5') de cada
muestra. En la PCR de secuenciacion inicialmente se desnaturalizdo el ADN a 96 °C durante
1 min. Cada ciclo de PRC consistio en: desnaturalizacion a 96 °C durante 10 s, alineacion
por 5 s a la 7m de cada primer y extension a 60 °C por 4 min. Después de 25 ciclos se dio
una extension final de 5 min a 60 °C. Cada reaccion se purificé usando columnas Centrisep
(Applied Biosystems) con 600 pl. de sephadex G-50 (Sigma). Cada muestra fue purificada,
liofilizada y desnaturalizada para realizar la electroforesis en el secuenciador ABI Prism

3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Los electroferogramas obtenidos se visualizaron con el programa PHYDE 0992
(Muller et al., 2006). Se cotejaron los dos sentidos de las cadenas de cada reaccion para
confirmar la autenticidad de las secuencias asi como la posibilidad de eliminar

ambiguedades. Posteriormente se alinearon los haplotipos obtenidos usando el programa

CLUSTAL X (Thompson et al., 1997).

SELECCION DE REGION VARIABLE

Preliminarmente se eligieron al azar tres individuos de cuatro poblaciones diferentes.

Se obtuvieron secuencias de las cuatro regiones mitocondriales (125,16S, Cit b y COI) de




estos individuos. Las secuencias resultantes fueron comparadas a fin de encontrar la region
que mostrara la variacion genética mas alta. Se observo que solamente las regiones 125y
COI mostraron variacion genética interpoblacional. Esta variacion fue mas alta en la region
COL, por ello se secuencio la COI de 94 individuos repartidos entre las diez poblaciones de
estudio (PXT: n=9, AC: n=9, GU: n= 10, PD: n= 8, ML.: n= 10, AT: n= 10, PP: n= 10, YC: n=
10, CH: n=9 y MA: n=9).

ANALISIS ESTADISTICOS Y FILOGENETICOS DE LAS SECUENCIAS DE ADNMT

Se identificaron todos los haplotipos presentes en las secuencias alineadas de la
region COL. Con el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007) se calcularon las distancias
genéticas entre los haplotipos mediante el modelo de sustitucion nucleotidica de Kimura-2-
parametros (K2P). Con este mismo programa, se llevaron a cabo los analisis filogenéticos,
utilizando como grupo externo las 871pb de la region COl de Dolichopoda baccetti
(Raphidophoridae; Orthoptera) disponibles en el GenBank y las secuencias de los
haplotipos identificados en S. purpurascens. Se emplearon métodos de construccion de
arboles filogenéticos basados en distancias genéticas y verosimilitud como el método de
distancia promedio (UPGMA) basado en K2P y el método de maxima parsimonia (MP).
Cada arbol fue asociado a un soporte bootsatrap de 1000 réplicas. También se construyo
una red de contraccion minima o minimun spanning network (MSN) con los haplotipos
identificados de COI, con base en sus distancias genéticas basadas en K2P y sus frecuencias

haplotipicas, empleando el programa ARLEQUIN 409 (Excoffier et al., 2005).

ANALISIS POBLACIONALES

Empleando el programa DNASP 5.10.00 (Librado y Rozas, 2009) se midi6 la variacion
genética intrapoblacional mediante la diversidad haplotipica (4), definida como la
probabilidad de que dos individuos tomados al azar en un poblacion pertenezcan a linajes
mitocondriales distintos (Nei, 1987) y la diversidad nucleotidica (), que es el namero
promedio de las diferencias por posicion nucleotidica entre pares comparados de
haplotipos mitocondriales (Nei, 1987). Con este programa también se estimo la divergencia
neta entre poblaciones (Da), definida como el niamero neto de sustituciones nucleotidicas
por sitio entre poblaciones (Nei, 1987) y el numero promedio de diferencias nucleotidicas
entre poblaciones. Con el programa ARLEQUIN 409 (Excoffier et al., 2005) se evalué el

grado de diferenciacion genética interpoblacional (/5s7) y la estructura genética poblacional




aplicando un analisis de variacion molecular (AMOVA). Para  este ultimo analisis las
poblaciones fueron organizadas en tres grupos de acuerdo a su cercania geografica: grupo
norte (Pena de Bernal, Acambaro y Guanajuato), grupo centro (Pedregal de San Angel ,
Malinalco, Yecapixtla, Atotonilco, Papalotla y Cholula) y grupo sur (Monte Alban). Las
distancias geograficas entre las poblaciones fueron calculadas con el programa ARCVIEW
3.0.3. (ESRI, 2000). Para conocer la correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica de los haplotipos se uso la prueba de Mantel implementada en el programa

MANTELTEST 2.0. (Liedloff, 1999).




RESULTADOS

DESCRIPCION DE LAS REGIONES AMPLIFICADAS

Se logré amplificar y secuenciar todas las regiones ensayadas en la especie. Los
tamanos obtenidos de cada region no difirieron mucho de lo esperado (125: 330 pb; 16S:
553 pb; Cith: 378 pb y COI: 1069 pb). Los sitios polimorficos de la region COI
representaron el 6.2 % del total de la secuencia. De las 1069 pb obtenidas de esta region, se
encontro que 66 sitios fueron polimorficos de los cuales 49 fueron sitos parsimoniosamente

informativos.

HAPLOTIPOS ENCONTRADOS Y SUS RELACIONES FILOGENETICAS

Se identificaron 25 haplotipos con la region COI de los 94 individuos analizados. El
numero de haplotipos por poblacion varié de uno a seis. Las diversidades haplotipica (4) y
nucleotidica (n) de las poblaciones tuvieron los valores mas altos en Atotonilco, Monte
Alban y Acambaro, y los valores mas bajos en el Pedregal de San Angel y Yecapixtla (Cuadro

~

5).
CUADRO 5

Diversidad haplotipica (%) y nucleotidica (n) de la region COI en las poblaciones analizadas.

/v

ML YC PN PD AT PP CH MA AC  GU  TOTAL
TAMANODE ) 10 9 8 10 10 9 9 9 10 94
MUESTRA
NUMERO DE o ‘ P <
HAPLOTIPOS ? 3 I 6 4 * 6 6 2 25
h 0533 0378 0.667 0.0 0889 0733 075 0833 0667 05333 091375
p 0.0045 0.0004 0.0009 0.0 00082 00014 0.0012 0.0053 0.0046 0.0040 0.01358

La distribucion geografica de los haplotipos (Figura 2) muestra que a excepcion de

Malinalco y Yecapixtla (con haplotipos unicos) todas las demas poblaciones compartieron al
menos uno de los haplotipos de mayor frecuencia (haplotipos 8, 4, 14, 10, 7 y 20). Sin
embargo, algunos de los haplotipos compartidos se restringieron a poblaciones cercanas

geograficamente, a menos de 40 km de distancia (haplotipos 7, 10 y 20 en Atotonilco,




Papalotla y Cholula). En contraste, otros haplotipos se compartieron entre poblaciones mas
distantes geograficamente, a mas de 240 km de distancia (haplotipo 4 en Pena de Bernal, el
Pedregal de San Angel y Atotonilco; haplotipos 8 y 14 en Acdambaro, Guanajuato y Monte
Alban). El haplotipo 8 se identificé como el de mas amplia distribucion geografica ya que se
presento en el 60 % de las poblaciones (Acambaro, Guanajuato, Atotonilco, Papalotla,
Cholula y Monte Alban) y fue el mas frecuente en este estudio (presente en 19.1 % de los
individuos analizados). Por otro lado, también se encontraron haplotipos restringidos a
poblaciones particulares (haplotipos 22, 23, 24 y 25 en Acambaro;11, 12, 13 y15 en Monte
Alban; 5 y 6 en Penia de Bernal; 21 en Atotonilco y 9 en Papalotla).
FIGURA 2
Distribucion geografica de los 25 haplotipos de COI en las poblaciones de estudio. La frecuencia relativa de cada

haplotipo en la poblacién esta representada por la proporcién que ocupa del circulo. Imagen modificada de
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Las comparaciones pareadas entre las distancias genéticas de los haplotipos,
estimadas con K2P, mostraron porcentajes de diferenciacion que van de 0.01 a 2.7 % del
total de la secuencia. La mayor parte de los haplotipos de menor frecuencia se
diferenciaron por una o hasta seis mutaciones de los mas frecuentes (haplotipos 8, 4, 14 y
3), formando un patron de estrella en la MSN (Figura 3). También se observo que los
haplotipos mas frecuentes se diferenciaron entre si por mas de ocho multaciones,
generalmente transiciones. El mayor numero de transversiones se presenté entre los

haplotipos provenientes de las poblaciones de Yecapixtla (haplotipos 1, 2 v 3) y Malinalco

(haplotipos 16,17, 19y 18).
Ficura 3

MSN entre los 25 haplotipos encontrados en los 94 individuos de las diez poblaciones a partir de COL. La
longitud de las lineas entre haplotipos (circulos) refleja el grado de diferenciaciéon genética. El namero de

mutaciones de transicién ( | )y transversion ( ) estan representadas por las lineas transversales a las lineas que

conectan a los haplotipos. El tamano de cada circulo indica la frecuencia relativa de cada haplotipos en la
poblacion total.
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Los dos arboles filogenéticos construidos con los 25 haplotipos de COI mediante los
métodos de MP y UPGMA mostraron topologias similares (Figura 4). En ambas filogenias,
los haplotipos se separaron en dos clados monofiléticos y se formaron cinco grupos
genéticos al interior de estos clados (sustentados por valores de bootstrap > 50 %). Sin
embargo, la resolucion filogenética fue baja dentro de estos grupos, debido al escaso
numero de mutaciones que diferencio a sus haplotipos. Los haplotipos provenientes de las
poblaciones de Yecapixtla y Malinalco conformaron el clado 1, donde los haplotipos de cada
localidad formaron un grupo genético individual dentro de este clado (grupo 1 y 2,
respectivamente). Los haplotipos provenientes de las ocho poblaciones restantes
conformaron el clado 2, el cual se separd en tres grupos genéticos (Grupos 3, 4 y 5). Se
observo que los grupos 4 y 5 estaban mas estrechamente relacionados entre si que con el
grupo 3. Aunque todos los grupos dentro del clado 2 se integraron de haplotipos
compartidos entre algunas poblaciones, cabe senalar que el grupo 3 se formo
exclusivamente de haplotipos provenientes de Pena de Bernal, el Pedregal de San Angel v

Atotonilco (haplotipos 4,5, 6 y 21) que son poblaciones colindantes.




FIGURA 4

Arboles filogenéticos consenso de MP (a) y UPGMA (b) generados para los haplotipos obtenidos con la region

COIl en las diez poblaciones de estudio (Acambaro (AC), Guanajuato (GU), Pefia de Bernal (PN), el Pedregal de
San Angel (PD), Malinalco (ML), Yecapixtla (YC), Atotonilco (AT), Papalotla (PP), Cholula (CIT) y Monte Alban
(MA), utilizando como grupo externo a Dolichopoda baccetti (Raphidophoridae; Orthoptera). Los valores de

soporle esladistico boolstrap se muestran en los inicios de cada rama.
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ESTRUCTURA POBLACIONAL

La divergencia genética neta entre las poblaciones (Da) varié de -0.0003 a 2.5 %
(Cuadro 6). Los valores mas altos de divergencia genética resultaron de las comparaciones
entre Malinalco y Yecapixtla con el resto de las poblaciones (valores de Da entre 1.6 y 2.5
%). Las poblaciones de Pena de Bernal y el Pedregal de San Angel mostraron valores de Da
entre 0.7 y 1.5 % cuando se compararon con Acambaro, Guanajuato, Atotonilco, Papalotla,
Cholula y Monte Alban. En contraste, cuando estas ultimas seis poblaciones se compararon

entre si, la divergencia genética fue mas baja (valores de Da entre -0.0003 y 0.15 %).

CUADRO 6

Divergencia genética neta Da entre las poblaciones (arriba de la diagonal) y el nimero promedio de diferencias

nucleotidicas entre las poblaciones (debajo de la diagonal).

ML YC PN PD AT PP CH MA AC GU

ML 0.01301  0.0228 0.02265 0.01668 0.01937 0.01954 0.01765 0.01791 0.01788
YC 16.5 0.02541 0.02526  0.02041 0.02393 0.02372 0.02105 0.02152 0.02139
PN 27.267  27.867 0.00016  0.0077  0.01546 0.01525 0.01299 0.01303 0.01292
PD 26.6 27.2 0.667 0.00769  0.01551 0.01531 0.01304  0.0131  0.01297
AT 24.6 26.4 13.111 12.6 0.00097  0.0008  0.00059 0.00077 0.00098
PP 23.832 26.5 17.744 17.3 6.14 0.00011  0.0009  0.00116 0.00154
CH 23.911 26.2 17.444 17 5.867 1.478 0.0007  0.00096 0.00134
MA 24.089 25533  17.222  16.778 7.844 4.522 4.222 -0.00026 -0.00014
AC 23978  25.644  16.877  16.444 7.644 4.411 4.111 5 -0.00037
GU 23.64 25.2 16.444 16 7.56 4.5 4.2 4.822 4.178

La mayoria de las comparaciones entre poblaciones produjeron valores significativos
de diferenciacion genética interpoblacional (Fs7 > 0.1; P < 0.05) (Cuadro 7). Esta
diferenciacion genética fue notablemente mas pronunciada cuando se compararon las
poblaciones de Malinalco, Yecapixtla, el Pedregal de San Angel o Pena de Bernal con las
demas poblaciones (Fs7 > 0.6; P < 0.000001). También se observo que algunas poblaciones
cercanas geograficamente mostraron una alta similitud genética. Por ejemplo, no se
encontro diferenciacion genética significativa entre las poblaciones de Atotonilco, Papalotla

y Cholula (#s7 < 0.17; P > 0.05), entre Acambaro y Guanajuato (/s7 = — 0.09; P = 0.69) o




entre el Pedregal de San Angel y Penia de Bernal (/57 = 0.22; P = 0.15). Sin embargo, cuando
se compararon las poblaciones de Acambaro y Guanajuato con Monte Alban tampoco se
encontraron valores de /57 significativos (/57 < 0.02; P > 0.05), a pesar de su lejania

geografica (> 500 km).
CUADRO 7

Indices de diferenciacion interpoblacional 57 entre pares comparados de poblaciones utilizando como método
de distancia genética K2P (arriba de la diagonal). Los nimeros en negritas son aquellos que no fueron
significativos (P > 0.05). Por debajo de la diagonal se observan los valores de significancia, donde # representa

valores altamente significativos (P < 0.000001)

).

PN AC GU ML YC PD CH AT PP MA

PN - 0.827 0.836 0.892 0.976 0.23 0.936 0.617 0.931 0.808
AC & -0.095 0.801 0.903 0.844 0.251 0.103 0.293  -0.0556
GU & 0.690 -- 0.811 0.909 0.853 0.331 0.139 0.366  -0.0284
ML & & & 0.844 0.901 0.871 0.727 0.871 0.786
YC & & S * 0.992 0.970 0.828 0.966 0.888
PD 0.150 & S ® & 0.960 0.622 0.954 0.823
CH & & b * & & 0.134 0.078 0.178
AT & 0.063 b * & & 0.262 -- 0.170 0.078
PP & & S * & S 0.298 0.063 -- 0.224
MA & 0.693 0.531 ® & & & 0.199 &

La estructura genética poblacional no se ajusté al modelo planteado en el AMOVA. La
mayor fuente de variacion estuvo entre las poblaciones que conformaron los grupos (96.36
%) y en segundo lugar la variacion dentro de las poblaciones (22.75 %) (Cuadro 8). La
diferenciacion genética en las poblaciones analizadas no se ajusto a un modelo de flujo
génico de aislamiento por distancia ya que no hay correlacion entre la distancia genética de
los haplotipos y la distancia geografica entre las poblaciones (Prueba de Mantel: r 2 =

-0.036; P = 0.168) (Figura 5).




CUADRO 8

Analisis de variaciéon molecular (AMOVA) entre los tres grupos de poblaciones (Grupo norte: Pena de Bernal,
Acambaro y Guanajuato; Grupo centro: Pedregal de San Angel , Malinalco, Yecapixtla, Atotonilco, Papalotla y
Cholula y Grupo sur: Monte Alban).

) . ) SUMA DE COMPONENTES DE PORCENTAJE DE
FUENTES DE VARIACION ~ GRADOS DE LIBERTAD o c ) ) o
CUADRADOS VARIANZA VARIACION
ENTRE LOS GRUPOS 2 63.869 - 1. 40951 Va -19.1
ENTRE LAS
POBLACIONES DENTRO 7 481.531 7.10917 Vb 96.36
DE LOS GRUPOS
DENTRO DE LAS
4 140.962 1.67812V 22.75
POBLACIONES 8 0.96 67812 Ve =
TOTAL 93 686.363 7.37778

FIGURA 5

Grafica de correlacion entre la distancia genética de los haplotipos y su distancia geografica. Se observa que no
hay una tendencia clara en los valores, ya que los haplotipos genéticamente mas distantes estan geograficamente
cercanos. No obslante, los haplotlipos mas cercanos genélicamente son los mas lejanos geograficamente entre si.
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DISCUSION

VARIACION GENETICA EN.S. PURPURASCENS

Otros estudios en insectos (e. g. Kambhampati et al., 1996; Wilcox et al., 1997; Zeh et
al., 2003; Wen-Bin et al., 2004; Allegrucci et al., 2005; Hochkirch y Gorzing, 2009) han
encontrado que las regiones mitocondriales 125, 16S, Citb y COI (en fragmentos similares a
los utilizados aqui) pueden presentar o no variacion genética a nivel interpoblacional. El
presente trabajo exploro la variacion genética de estas cuatro regiones mitocondriales en 5.
purpurascens encontrando que solo las regiones 12S y COI fueron variables y que la region
COI tuvo los niveles mas altos de variacion genética, con valores de divergencia entre

%. Estos valores de divergencia son comparativamente mas

haplotipos de 0.01 hasta 2.5
bajos con los estimados en otros ortopteros apteros con una estructura filogeografica
marcada como Melanoplus oregonensis (Knowles y Richards, 2005) Loxoblemmus
appendicularis (Wen-Bin et al., 2004) y Deinacrida connectens (Trewick et al., 2000) con valores
de divergencia entre haplotipos tan altos como 3, 3.2 y 7.6 %, respectivamente. Sin
embrago, niveles de divergencia genética mas bajos que los encontrados en .S. purpurascens
se han documentado para insectos voladores con estructura filogeografica ausente como el
arlequin Acrocinus longimanus (Zeh et al., 2003) o acrididdos migratorios como Melanoplus
sanguinipes (Chapco et al., 1992) con valores de divergencia entre haplotipos no mayores a
1.5 %. Estos datos indican que la divergencia genética observada en S. purpurascens es

intermedia entre especies con patrones filogeograficos marcados y especies con estructura

filogeografica ausente.

El nivel de polimorfismo detectado en la region COI de S. purpurascens (m = 0.01358)
es bajo, de acuerdo con lo encontrado en otros ortopteros (e.g. Chapco et al., 1992; Lee et
al., 2006) y otros taxa de vertebrados e invertebrados (Nei, 1987). Generalmente, bajos
niveles de polimorfismo se relacionan con tasas de mutacion bajas en la especie, una
divergencia reciente de los linajes mitocondriales (Kambhampati et al., 1996; Avise, 2000),
asi como también con una expansion o reduccion poblacional reciente (Chapco et al., 1992;
Buehler y Baker, 2005). Ademas, en otras especie en las cuales se ha inferido que sus
poblaciones han experimentado cuellos de botella (e.g. las aves Calidris canutus, Buehler y

Baker, 2005 ) o se han expandido recientemente a partir de una poblacion pequena (e.g. la




anchoa Fngraulis encrasicolus, Maguolas et al., 1996 o el pinzon Carduelis chloris, Merila et
al., 1997), frecuentemente las redes filogenéticas construidas con sus haplotipos
mitocondriales muestran un patron de estrella, tal como se formé en la MSN de los
haplotipos de S purpurascens. Sin embargo, los alcances de este estudio no permiten

proponer alguna de estas explicaciones al caso de .S, purpurascens.

PATRON FILOGEOGRAFICO

Los resultados del presente trabajo sugieren que las poblaciones de Acambaro,
Guanajuato, Pena de Bernal, el Pedregal de San Angel, Atotonilco, Papalotla, Cholula y
Monte Alban han estado estrechamente relacionadas, ya que todos sus haplotipos se
agruparon en un clado monofilético dentro de la especie (Clado 2) y se encuentran
relativamente poco diferenciados genéticamente. El patron de distribucion de sus
haplotipos y las relaciones filogenéticas de estos, sugieren una moderada estructuracion
filogeografica, en la cual, existen haplotipos comunes (haplotipos 8, 4 y 14), algunos
ampliamente distribuidos, pero también haplotipos raros restringidos a poblaciones o
regiones geograficas particulares (e.g. el resto de los haplotipos en los grupos genéticos 3, 4
v 5) que estan escasamente diferenciados de los haplotipos comunes. Tradicionalmente, se
ha considerado que los haplotipos mas frecuentes y mas ampliamente distribuidos
representan linajes ancestrales dentro de las especies, ya que han tenido el tiempo
suficiente para acumularse en una cantidad sustancial de copias y expandirse a poblaciones
distantes. También se considera que de estos haplotipos comunes se derivaran gran nimero
de nuevas multaciones, que representan a los haplotipos mas raros y recientes, los cuales,
permanecen en la poblacion de origen, a menos que ocurran altos niveles de flujo génico
provocando que emigren a poblaciones lejanas (Avise et al., 1987; Avise, 2000; Excoffier y
Smouse, 1994; Templeton, 1998). Con base en esto, se puede asumir que el haplotipo 8
representa uno de los linajes ancestrales en S. purpurascens, debido a que: i) fue el haplotipo
con mayor frecuencia en el estudio, ii) se presento en el 60 % de las poblaciones, incluso
entre las mas lejanas geograficamente, iii) otros haplotipos menos frecuentes se
diferenciaron por escasas mutaciones de éste y iv) como se observo en la MSN, fue el
haplotipo mas cercano (en términos de distancias genéticas) a los haplotipos de Malinalco y
Yecapixtla (que pertenecieron a otro clado en la especie). Otros prospectos a linajes

ancestrales pueden ser los representados por los haplotipos 4 y 14, ya que fueron los




haplotipos con las frecuencias mas altas después del haplotipo 8, otros haplotipos de menor
frecuencia se diferenciaron escasamente de estos y se presentaron en poblaciones distantes
geograficamente. Sin embargo, ambos haplotipos mostraron una distribucion geografica
mas limitada.

La existencia de haplotipos comunes de amplia distribucion y de haplotipos raros y
locales, estrechamente relacionados a los ampliamente distribuidos es un patréon que se
ajustan a la categoria filogeografica V (ver Cuadro 1) propuesta por Avise et al. (1987) y
Avise (2000). De acuerdo con estos estudios, la categoria filogeografica V se asocian a
especies con: i) niveles moderados de dispersion, ii) ausencia de barreras de aislamiento
biogeografico entre sus poblaciones y iii) con flujo génico contemporaneo bajo. Estas
mmplicaciones parecen congruentes con algunos aspectos de la biologia y la distribucion
geografica de la especie. Por ejemplo, aunque no se conoce la magnitud de la dispersion de
S, purpurascens, su condicion aptera puede implicar niveles relativamente bajos de
dispersion como se ha demostrado en otros ortopteros apteros (e.g. Metrioptera bicolor,
Kindvall, 1999 y Hemideina maori, Leisnham y Jamieson, 2002). Por otro lado, las
poblaciones de la especie se distribuyen en regiones geograficas aparentemente continuas
como el valle de México (Acambaro, Guanajuato, Penia de Bernal y el Pedregal de San
Angel), el valle de Tlaxcala-puebla (Atotonilco, Papalutla, Cholula) y los valles centrales de
Oaxaca (Monte Alban) las cuales, se caracterizan principalmente por la presencia de cultivos
de maiz, frijol y alfalfa, (SARH-Tlaxcala, 1993; CESAVETLAX, 1995; Cerritos y Cano-
Santana, 2008; Carta de uso de suelo-INEGI, 2009) que favorecen la presencia de S
purpurascens al servir como su alimento y habitat (Kevan, 1977; (Cerritos y Cano-Santana,

2008).

Con respecto a las poblaciones de Yecapixtla y Malinalco, los resultados del presente
estudio sugieren un aislamiento historico de ambas poblaciones, debido a que sus
haplotipos mostraron una notable asociacion geografica (Grupo 1 en Yecapixtla y Grupo 2
en Malinalco), se diferenciaron en un clado monofilético en la especie (Clado 1) y ambas
poblaciones produjeron los niveles mas altos de Da (> 1.78 %) y s (> 0.7) cuando se
compararon con las demas. Este aislamiento historico encuentra sustento en la dispersion
moderada de S. purpurascens (propuesta anteriormente) y la topografia circundante a las
localidades de Yecapixtla y Malinalco. Debido a que la localidad de Yecapixtla se ubico en la

porcion norte mas elevada del valle de Morelos que al mismo tiempo se encuentra rodeado




al norte por el eje neovolcanico transversal y al suroeste por el sistema de sierras y valles
guerrerenses. En tanto que, la localidad de Malinalco esta en un pequeno valle rodeado por
un sistema de serranias pertenecientes a la provincia fisiografica de sierras y valles
guerrerenses, asi como también por el eje neovolcanico transversal al noreste (como se
observa en las cartas de provincias fisiograficas y topograficas de México-INEGI, 2009). De
esta manera, las poblaciones de Yecapixtla y Malinalco aparentemente estan aisladas
geograficamente de las poblaciones mas proximas como las del valle de México (el Pedregal
de San Angel y Pena de Bernal) y el valle de Tlaxcala-Puebla (Cholula, Papalotla y

Atotonilco).

PROCESOS DE FLUJO GENICO

Otros estudios filogeograficos (e.g. Buerkle, 1999; Bulgin et al., 2003; Buehler y Baker,
2005) han documentado que valores significativos de /57 > 0.1 reflejan una notable
diferenciacion genética entre las poblaciones, implicando un flujo génico bajo entre estas.
LLos valores de /57 entre las poblaciones de .S purpurascens fueron, generalmente, > 0.1, lo
cual concuerda con un flujo génico bajo, asociado a una dispersion moderada de este
chapulin. En contraste, la alta similitud genética entre las poblaciones de Acambaro,
Guanajuato y Monte Alban (con valores negativos y no significativos de /7s7) a pesar su
separacion geografica (> 500 km), podria interpretarse como que ha ocurrido un flujo
génico extensivo entre eslas poblaciones. A este respecto, algunos autores (e.g. Templeton,
1998; Buerkle, 1999; Bulgin et al., 2003; Buehler y Baker, 2005) han argumentado que bajos
niveles de diferenciacion interpoblacional, no necesariamente implican niveles altos de
flujo génico. Esto se debe a que cuando las poblaciones han divergido recientemente, los
indices /7s7 pueden sobreestimar la magnitud de flujo génico entre las poblaciones, como
consecuencia del polimorfismo ancestral compartido entre estas. Aunque, los resultados de
este trabajo no permilen asumir una separacion recienlte de las poblaciones de S
purpurascens, esta explicacion parece mas coherente que un flujo génico alto entre estas

poblacion.

El por qué la diferenciacion genética de las poblaciones no se ajusté a un modelo de
flujo génico de aislamiento por distancia, ni al modelo plateado en el AMOVA (que también
consideraba la cercania geografica de las poblaciones), puede explicarse, principalmente,

por la existencia de haplotipos compartidos entre las poblaciones mas distantes




geograficamente. Sin embargo, con base en los indices /57 se puede apreciar que si hay una
estructuracion genética en las poblaciones de S. purpurascens, en la que existen poblaciones
individuales aisladas genéticamente (Malinalco y Yecapixtla) y grupos de poblaciones (el
primero compuesto por Pena de Bernal y el Pedregal de San f’\ngel, el segundo por
Atotonilco, Papalutla y Cholula y el tercero por Acambaro y Guanajuato) entre los cuales el
flujo génico es considerablemente bajo (valores significativos de /57 > 0.1). Sin embargo,
entre las poblaciones que integran estos grupos, todas estas relativamente cercanas

geograficamente, ocurre un flujo genético considerable (pues no hay niveles significativos

de Fs7).

Aunque el presente estudio ha proporcionado los primeros datos moleculares sobre
la variacion genética interpoblacional de S. purpurascens, cabe senalar que las
interpretaciones realizadas aqui sobre la estructura genética y filogeografica de este
chapulin pueden estar afectadas por las caracteristicas del muestreo. Esto se debe a que las
inferencias a partir de datos moleculares del ADNmt sobre las relaciones historicas de las
poblaciones y los procesos evolutivos involucrados, pueden verse afectadas por un
muestreo limitado. Por lo que se debe considerar el mayor nimero de poblaciones a fin de
representar adecuadamente la distribucion actual de la especie (Avise et al., 1987;
Templeton, 1998; Avise, 2000). De esta manera, para poder hacer inferencias mas
sustentadas sobre la historia evolutiva intraespecifica de S. purpurascens, es necesario
realizar un muestreo mas extensivo, que incluya poblaciones intermedias a las analizadas
aqui y otras principalmente, del suroeste y el sur de México. Ademas, se deben desarrollar
datos moleculares de regiones mas variables (e. g. la region control del ADNmt), que
permita esclarecer de mejor manera las relaciones filogenéticas entre los linajes
mitocondriales que se detectaron con la region COI, asi como también para poder

determinar tiempos de divergencia y coalescencia entre linajes.
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