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RESUMEN

La variacion geogréfica presente en distintas especies de aves continentales
constituye un escenario idoneo para analizar los procesos que determinan la
distribucion genealdgica dentro y entre taxones cercanamente relacionados (Avise
et al. 1987, Slatkin 1995). Las poblaciones mexicanas de Basileuterus culicivorus
constituye un modelo que asume la presencia de linajes independientes debido a
la distribucion alopatrida que presenta. Se realiz6 un analisis con el marcador
molecular ND2 para evaluar los patrones de variacion geografica, las relaciones
filogenéticas presentes en las poblaciones empleando los tres criterios (MP, MV e
IB), asi como también pruebas demograficas y andlisis genéticos. Los resultados
genéticos asi como las topologias resultantes sugieren limites entre las
poblaciones, correspondientes a la distribucion geografica del complejo B.
culicivorus.



1. INTRODUCCION
Las especies son las unidades fundamentales para el estudio en cualquier
campo de las ciencias biolégicas (de Queiroz 2005), las cuales pueden presentar
variaciones genéticas dentro de una misma poblacién (Torres y Rodrigues 2010),
mediante estudios ecoldgicos pero sobre todo los genéticos efectuados en
poblaciones se ha logrado demostrar que una fuente principal de variacion
genética es causada por el aislamiento geografico (Moritz 2002), estableciendo asi

diferencias genéticas dentro de un mismo linaje (Avise 2000).

Estas diferencias genéticas en algunos taxones han sido utilizadas para
explicar cuestiones histéricas y evolutivas que conducen a la especiacion (Milot et
al. 2000) todo esto se basa en el flujo génico, la dindAmica poblacional, factores
internos como los niveles de intercambio genético entre poblaciones hermanas
(poblaciones de una misma especie separadas fisicamente por barreras
geograficas), asi como también factores externos destacando los referentes a los
cambios climaticos y geoldgicos (Schaal et al. 1998) por mencionar solo unos

ejemplos.

En este contexto algunas poblaciones naturales de especies
geograficamente separadas presentan diferencias fenotipicas y genotipicas, estas
diferencias han sido evaluadas ya sea para establecer patrones biogeograficos
(Milot et al. 2000, Morrone 2005) o bien para establecer eventos historicos que
hayan originado esta variacion. Sin embargo en muchos de los casos la evidencia
fenotipica no se utiliza para establecer patrones filogeograficos ya que la mayoria
de estos analisis generan datos usando solo datos moleculares, por ello, las
herramientas moleculares han revolucionado el estudio de las distintas especies
analizadas, sobre todo en el campo de la sistematica molecular ya que ha habido

un auge importante dentro de esta area de investigacion (Avise 2000).

Los primeros estudios que se realizaron en esta area fueron basados en

aloenzimas (electroforesis de proteinas principalmente), seguidos por estudios
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donde utilizaban secuencias de aminodacidos, hibridizacion de Acido
desoxirribonucleico (DNA) y sitios de restriccion (Avise 2000, Espinosa 2002), con
los que se pretendia evaluar la variabilidad pero sobre todo la estructura genética
de una poblacién, sin embargo los costos y la gran cantidad de trabajo requerido
para la obtencion de datos necesarios para los analisis eran exorbitantes
(Espinosa 2002).

En fechas recientes se han utilizado marcadores moleculares (fragmentos
de secuencias de DNA que se encuentran asociados a una parte del genoma)
para establecer los niveles de polimorfismo, estas herramientas han sido utilizadas
en distintos campos de la biologia (ecologia, evolucion, biomédicas, etc.), la
diferencia principal entre cada marcador es que cada uno presenta distintos
niveles de polimorfismo. Los marcadores moleculares varian, dependiendo de la
fuente de los mismos, estos pueden ser nucleares (microsatélites, polimorfismo de
nucleétido simple, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion) o
pertenecientes a secuencias mitocondriales (mtDNA) (Anderson et al. 1995). Estos
han sido de gran ayuda en la investigacion bésica (analisis filogenético y
bdsqueda de genes utiles) asi como también en la aplicada (seleccién asistida por

marcador, pruebas de paternidad y elementos traza) (Pifiero et al. 2008).

Una de las grandes ventajas de utilizar un marcador molecular en estudios
de variacion genética es que se puede sintetizar muchas veces un fragmento de
DNA, con una técnica conocida como PCR (por sus siglas en inglés Polymerase
Chain Reaction (Espinosa 2007). esta técnica puede ser empleada en otros
campos de investigacibon como la medicina, permitiendo identificar virus y
bacterias causantes de enfermedades, y en medicina forense en la identificacion

de cadaveres, entre otros muchos usos (Pifiero et al. 2008).

La eleccién de estos marcadores depende en gran medida de los estudios
gue se pretendan realizar, el tipo de herencia, la facilidad en el uso y sobre todo el

costo que generara (Pifiero et al. 2008) cada marcador estara guiado por el



modelo apropiado de mutacion y los algoritmos de inferencia de los parametros
genéticos.

Hoy en dia una de las técnicas capaz de satisfacer las probleméticas de
costo, la facilidad en su manipulacién y que esencialmente ha demostrado la
eficiencia de trabajar con datos moleculares por la facilidad de analizarlos
cuantitativamente en comparacion a los morfolégicos, es la secuenciacion directa
de DNA (Quinn 1997, Espinosa 2002). Gracias al desarrollo de nuevas teorias y
meétodos analiticos que se han utilizado en la sisteméatica molecular se han logrado
restablecer algunas cuestiones de diversificacion para varios grupos taxonomicos
relacionados genéticamente, utilizando principalmente las  secuencias
nucleotidicas (DNA) (e.g. Milot et al. 2000, Lovette y Bermingham 2002, Torres y
Rodrigues 2010, Lovette et al. 2010).

Son muchos los estudios que contemplan el uso del genoma mitocondrial
(mtDNA) como principal marcador molecular para inferir el pasado evolutivo y la
historia demografica de las poblaciones o especies analizadas (Avise 2000), esto
se debe a que el mtDNA en la mayoria de los vertebrados posee una de las
fuentes mas importantes de informacion evolutiva y puede utilizarse en estudios
de variacion geogréfica o bien como se mencion antes para la reconstruccion de
la historia evolutiva de los seres vivos (Avise et al. 1987, Futuyma 1998, Avise
2000), asi como para calcular el tiempo de divergencia entre los grupos analizados
(Barber y Klicka 2010).

Algunas de las propiedades que hacen que el mtDNA sea un marcador muy
utilizado en la mayoria de los estudios filogeograficos a nivel microevolutivo para
gran parte de los vertebrados se enlistan a continuacion (Quinn 1997, Futuyma
1998, Hwang y Kim 1999, Avise 2000):

e Esta molécula presenta un gran polimorfismo y una alta tasa de
mutacion por lo que evoluciona con una tasa mucho mayor a la

presente en el DNA nuclear de copia Unica.



e Las variaciones del mtDNA en su mayoria son sustituciones
nucleotidicas.

e La herencia mtDNA es casi siempre materna y normalmente no
presenta recombinaciones genéticas intermoleculares.

e La mayoria de los individuos son homoplésicos para un mtDNA

prevalente.

Como ya se ha mencionado este genoma ha sido utilizado en diferentes
campos de la biologia evolutiva por la rapida evolucion que ha presentado en
animales (Futuyma 1998, Avise 2000) justificando asi su utilidad en escalas
microevolutivas en contraparte al uso de genes nucleares. El mtDNA en el caso de
los vertebrados es una molécula circular (16-20 kilobases) que contiene 37 genes
que codifican 22 tRNAs, 13 proteinas especificas involucrados en el transporte de
electrones y en la fosforilacion oxidativa, 2 rRNAs y una region control que inicia la

replicacion y la transcripcién (Futuyma 1998, Avise 2000), (Figura 1).

nd2-1+

Figura 1. Esquema que muestra los genes componentes de la mitocondria (12s rRNA y 16s
rRNA: genes que codifican el ARN ribosomal, nd1,nd2, nd3, nd4, nd5y nd6: genes que
codifican el complejo NADH deshidrogenasa, cox1, cox2 y cox3: genes que codifican el

complejo de citocromo oxidasa, atp6: genes que codifican el complejo ATP-sintasa, cytb:



genes que codifican el complejo ubiquinona-citocromo b oxido-recuctasay cr: genes

pertenecientes a la regidn control, tomado de Haring et al . 2001.

Este genoma ha generado datos que ayudan a explicar los patrones de variacion
individual a niveles de poblaciones, que han sido completados con analisis
genéticos de mayor alcance, todo esto para tener una mayor claridad de los
procesos que estan actuando en la distribucion geografica de los linajes, su
historia de vida y sobre todo los eventos que estan llevando a la especiacion
(Avise et al. 1987, Avise 2000).

Filogeografia

La filogeografia es una disciplina “reciente” la cual se desprende de la
biogeografia, esta disciplina tiene como objetivo principal analizar los procesos
que determinan la distribucion de los linajes genealdgicos dentro y entre taxones
cercanamente emparentados (Avise et al. 1987, Slatkin 1995), restableciendo asi
linajes evolutivos a través del tiempo (Avise 2000, Cruzan y Templeton 2000,
Torres y Rodrigues 2010). Desde sus origenes la filogeografia incorpora
disciplinas como la biologia molecular, filogenética, genética de poblaciones, la
autoecologia, la demografia y la etologia entre otras (Avise 2000). La filogeografia
tiene como principio bésico la reconstruccion filogenética, sobreponiendo en el
espacio geografico filogenias de linajes mitocondriales para localizar patrones que
permitan inferir los procesos historicos y demogréaficos que les dieron origen
(Pifiero et al. 2008); esta disciplina puede ser utilizada en la descripcién y el
reconocimiento de entidades evolutivas a escalas de poblaciones o especies. Los
meétodos para efectuar un andlisis filogeografico varian segun el objetivo principal
de cada autor, que van desde la creacién de topologias generadas con programas
de computo (arboles y redes de haplotipos) y por otro lado los resultados
generados a partir de las secuencias nucleotidicas utilizando diversos estadisticos
gue evallan la variacion genética en distintas formas, todo esto ha sido posible
gracias al desarrollo de una teoria matematica y estadistica de los procesos de

bifurcacién denominada teoria de la coalescencia (Pifiero et al. 2008), esta teoria



a grandes rasgos hace referencia a que todos los alelos de un gen en una
generacion derivan o convergen hacia un anico alelo ancestral de tal forma que al
ver hacia atras en el tiempo, los haplotipos de cualquier gen ya sea mitocondrial 0
nuclear, eventualmente convergen en un ancestro comun. Por lo tanto, una de las
principales aplicaciones efectuadas en los estudios filogeograficos ha sido el poder
determinar el grado de estructura genética de una poblacién a lo largo de su area
de distribucion (Vazquez 2007).

Variacion Genética

Es posible estudiar las poblaciones e individuos de una misma especie con
patrones morfolégicos y conductuales distintos debido a la variacion genética
presente entre ellos (Espinosa 2002, Hedrick 2005). En sentido amplio definir la
variacion génica es hablar de la expresion genética en forma distinta debido a la
diferenciacion alélica intra e interpoblacional, esta variacion se ha catalogado de
cuatro maneras distintas en funcién a su adecuacion (variacion de alelos letales,
deletéreos o neutros, y la asociada con alelos que aumentan la adecuacién de sus
portadores) asimismo se pueden dividir en dos, los que analizan los rasgos
cualitativos y aquellos que analizan rasgos cuantitativos (Pifiero et al. 2008). Los
factores principales que afecta la cantidad de variacibn genética entre las
poblaciones son la seleccion natural, la endogamia, la deriva génica y la mutacion
(Futuyma 1998, Hedrick 2005).

Un componente principal de la variacion genética entre las poblaciones y
que actualmente ha generado datos estadisticos importantes sobre las
caracteristicas genéticas en una poblacion es el flujo génico, el cual nos indica
mediante numeros generados con estadisticos, si es que estd sucediendo
intercambio de genes entre poblaciones cercanamente relacionadas de manera
natural. El flujo génico en estudios realizados en el pasado era considerado de
poca importancia evolutiva, sin embargo ha demostrado ser un importante
componente de la estructura poblacional y sus niveles determinan hasta qué grado

cada poblacién de una especie es una unidad evolutiva independiente (Slatkin
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1995, Pifiero et al. 2008). Su estudio ha sido de gran importancia en biologia
evolutiva, se ha visto que si se encuentra en niveles relativamente altos en
especies genéticamente relacionadas, todas ellas evolucionaran conjuntamente,
en contra parte al encontrarse en niveles de flujo génico bajos, las especies
empezaran a divergir, esto se vera reflejado en el aislamiento reproductivo y por
ende en el establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin
1994, Slatkin 1995).

Existen diferentes métodos para poder analizar y estimar la cantidad de
flujo génico en una poblacion. Por un lado tenemos los métodos directos, basados
principalmente en observaciones o experimentos que miden el grado de dispersion
de gametos o individuos y que tienen como objetivo la estimacion de datos
ecolégicos y demograficos (e.g. Tasa de migracion m) y por otro lado tenemos a
los métodos indirectos que se emplean analizando secuencias nucleotidicas, estos
altimos han sido una herramienta de gran utilidad en biologia evolutiva y el
principio basico por el cual se rigen es observar la distribucion espacial de los
alelos en las poblaciones para hacer inferencias de los niveles o patrones de flujo
génico (Slatkin 1995). Cabe mencionar que para los andlisis generados en
cualquiera de los métodos se requieren programas de cémputo que ayuden

ejemplificar los resultados obtenidos.



2.- ANTECEDENTES

Dentro del territorio mexicano se presenta una alta diversidad biolégica
(Flores y Gerez 1994), producto de una combinacion de variantes topograficas y
climaticas, aunado a la evolucién geoldgica, la cual ha tenido una fuerte influencia
en los distintos habitats que se han generado en el territorio (Padilla 2007).
Asimismo, la ubicacién geogréfica de México hace que se distinga por ser el
territorio de union de dos regiones biogeogréficas, la Neértica y la Neotropical,
esto se ve reflejado en la evolucion de especies de distinta afinidad ecolégica y

geografica.

De acuerdo con puntos de vista taxonémicos recientes en México de sus
casi 1200 especies de aves, cerca de 250 son endémicas (Torres y Navarro
2000), por lo que el pais es reconocido como un importante centro de evolucion
para este grupo de vertebrados, dichos datos se pueden corroborar gracias a que
existen inventarios que proporcionan informacion acerca de las especies que

habitan no solo en el territorio mexicano, sino también en gran parte del mundo.

La historia evolutiva de las aves que habitan en México ha generado datos
que abordan dos grandes hipétesis acerca del origen y diversificacion de los
distintos taxones presentes en el Nuevo Mundo, la primera proponen periodos de
glaciaciones (eventos ciclicos) como el momento clave de la radiacién de aves y
otros vertebrados (Avise y Walker 1997, Webb y Bartlein 1992), y la segunda que
involucra procesos geoldgicos como principal causa-efecto (Cracraft y Prum 1998,
Morrone 2005), sin embargo estas ideas no son mutuamente excluyentes entre si.
Otros estudios sugieren que la fecha de radiacidén para algunos grupos de aves se
centra entre el Plioceno y Pleistoceno, sobre todo para regiones de Norte América
(Pérez-Eman 2005).

Estas propuestas difieren en el tiempo de diversificacion de los taxones
estudiados, por tal motivo los datos de variacidon geografica y genética que se

generen a futuro presentaran un avance importante para esclarecer el momento



clave de radiacion no solo de aves sino de otros vertebrados (Klicka y Zink 1997,
Zink y Klicka 2006).

La importancia de realizar estudios de variacion geografica utilizando
marcadores moleculares en las aves, sobre todo en aquellas que se encuentran
distribuidas alopatridamente aportaran evidencia de los eventos que dieron origen

a la divergencia, “si es que existe”, entre las poblaciones hermanas.

Otra razon importante es que generar estudios que aporten conocimiento
de la riqueza genética, la cual suponemos actia de manera directa en los
procesos evolutivos dando origen a cambios en los organismos estudiados, seran

utiles no solo con fines académicos, sino también con fines de conservacion.

El “arafiero”, Basileuterus culicivorus descrita por Cabanis en 1848,
pertenece a la familia Parulidae del orden Passeriformes (Stiles y Skutch 1989,
AOU 2011, Spicer y Dunipace 2004), se distribuye ampliamente desde América
central hasta el noreste de Argentina (Capllonch 2007), (Figura 2), forma parte de
una radiacion de aves pertenecientes al Nuevo Mundo (Lovette y Bermingham
2002).



Distribucion potencial de B. culicivorus

Bl América

Figura 2. Mapa que muestra la distribuciéon geogréfica de B. culicivorus. En México, Centroy

Suramérica (Torres y Rodrigues 2010).

Ave considerada como indicadora de disturbios ambientales (e.g incendio
forestal, uso agropecuario, etc) (Capllonch 2007), su distribucién suele estar
acompafiada con sus habitos alimenticios, puede encontrarse en el sotobosque y
muy rara vez entre las copas de los arboles altos, por ende, su dieta corresponde
principalmente de pequefios insectos y aracnidos que se encuentran a una altura
relativamente baja, y sobre la hojarasca (Chatellenaz 2008). Son aves que no
emprenden grandes vuelos, aunque se les ha llegado a observar en islas cercanas
al continente (Lovette y Bermingham 2002). Desde su descripcién ha presentado
problemas taxondmicos, gracias a la pobre diferenciacién morfolégica, debido a lo
anterior las subespecies descritas necesitan referencias genéticas que aporten
evidencia significativa de la estructura poblacional, la cual esta teniendo una fuerte
influencia en la distribucion espacial de los haplotipos resultantes (Lovette y
Bermingham 2002).
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El debate taxondmico que se ha generado en afos recientes se ha centrado
en ubicar a B.culicivorus como especie hermana de B. hypoleucus (Chatellenaz
2008, Torres y Rodrigues 2010) aunque otros autores mencionan que las dos
especies forman solo una B. culicivorus presentado 2 subespecies. Datos
moleculares proponen que el Pleistoceno fue el periodo clave para la
diversificacion de esta especie dentro de Sur y Norte América (Torres y Rodrigues
2010).

Las poblaciones Mexicanas de esta especie se ubican en la vertiente del
pacifico: en el sur de Nayarit y gran parte de Jalisco, en el sur de Guerrero y la
vertiende de Oaxaca, gran parte del sureste de chiapas, en el norte de Nuevo
Ledn y sur de Tamaulipas, en el noreste de San Luis potosi, norte de Hidalgo,
gran parte del estado de Veracruz, noreste de Puebla, sureste de Campeche,
Quintana Roo, segun la American Ornithologists Union (AOU 2011) (Figura 3).
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Basileuterus culicivorus
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D Distribucion potencial
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Figura 3. Mapa que muestra las localidades de colecta y la distribucion geogréfica de B.
culicivorus en México.

Debido a su distribucién alopatrida (distribucion que presentan algunas
especies separadas fisicamente por barreras geograficas) (Del Hoyo et al. 1999)
hace que sean un modelo apropiado para evaluar la hipétesis de diversificacion y
aislamiento genético presente en las poblaciones. El objetivo del estudio que se
plantea aqui intenta aportar datos sobre la estructura genética a partir de datos
moleculares sobre la distribucion geografica de los linajes de la especie

Basileuterus culicivorus en el territorio mexicano.
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3. HIPOTESIS
La distribucion alopatrida presente en la especie Basileuterus culicivorus dentro
del territorio mexicano supone la existencia de diferenciacion genética, por lo que

se esperara que existan distintas entidades evolutivas diferentes.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

e Analizar la composicibn genética y los aspectos filogeogéaficos de
Basileuterus culicivorus en el territorio mexicano, a partir de datos de DNA
mitocondrial (NADH2)

Objetivos particulares

e Obtener las secuencias para el gen mitocondrial NADH deshidrogenasa
(ND2: 1041 pares de bases, pb) de la especie Basileuterus culicivorus de
las poblaciones mexicanas

e Realizar las reconstrucciones filogenéticas utilizando los métodos de
maxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) y de inferencia
bayesiana (IB).

e Analizar la variacion genética entre grupos y entre las poblaciones del
complejo Basileuterus culicivorus.

e Determinar si es que existe un patrén filogeografico mediante los haplotipos
de B. Culicivorus.

e Establecer si es que las barreras geograficas promueven la diferenciacién

genética de las poblaciones de B.culicivorus en el territorio mexicano.
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5. METODOS

Obtencion de las muestras

Se colectaron ejemplares de Basileuterus culicivorus en las distintas
localidades correspondientes a su area de distribucion por integrantes de las
diversas areas de trabajo del Museo de Zoologia “Alfonso Luis Herrera” de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

En este trabajo se utilizaron 45 muestras de tejidos para la especie
Basileuterus culicivorus, ademas de incluir 5 secuencias pertenecientes al grupo

externo publicadas en el GenBank (www.ncbi.gov) dando un total de 50

secuencias utilizadas para el analisis filogenético.

Trabajo de Laboratorio

Se obtuvieron las secuencias de DNA mitocondrial (mtDNA) siguiendo los

siguientes pasos:
e Extraccion

Se realizd la extraccidon correspondiente de DNA mitocondrial (mtDNA) en
45 ejemplares Basileuterus culicivorus, siguiendo el protocolo de extraccidon

Qiagen DNeasy (Spin-column Protocol). El cual se describe a continuacion:
1. Para cada muestra se tomé una alicuota de tejido y se depositaron en
tubos de polipropileno (tubos Eppendorf de 1.5ml).
2. Se le agregd 20 L de Proteinasa K a cada muestra (10mg/ml)

3. Posteriormente cada muestra fue incubada a 56°C por
aproximadamente 8 horas con agitacion periodica.

4. Una vez terminado el tiempo de digestidon se agregd 200 uL de Buffer AL

a cada muestra agitando con un vortex al final.

5. Se agregd 200 uL de etanol (96 -100%) agitando con un vértex al final.

14


http://www.ncbi.gov/

6. Se extrajo el contenido con una pipeta y se depositdé en una columna
DNEASY Mini de 2 ml.

7. Posteriormente se colocd en una centrifuga a una velocidad de 8000
rpm/1min. Una vez concluida la etapa de centrifugado se retiraron los

tubos colectores y se desecharon.

8. Se colocd nuevamente la columna en un tubo colector y se le adiciono
500 uL Buffer AW1, nuevamente centrifugando a 8000 rpm/1min. Una
vez concluida la etapa de centrifugado se retiraron los tubos colectores y

se desecharon.

9. Una vez mas se colocaron las columnas en los tubos colectores
agregandoles 500 yL de Buffer AW2 centrifugando a 14000 rpm/3min.

Desechando nuevamente el tubo colector.

10.Se colocé la columna en un tubo Eppendorf de 1.5ml adicionandole 100

ML de Buffer AE a cada muestra. Se centrifugé a 8000 rpm/1min.

11.EIl producto de la extraccién fue cuantificado mediante la electroforesis
en un gel de agarosa al 0.5% en Buffer TAE 1X (Tris acido acético y
acido etilendiaminotetraacético EDTA 0.5M) a un voltaje de 100 ampers
durante 30 minutos, este gel fue tefiido previamente con bromuro de
etidio (0.625 mg/ml),en una solucién de 0.5 mg/ml (1 gota/50 ml dsH20),
una vez transcurridos los 30 minutos se observo en un transiluminador

para verificar que la extraccion haya sido exitosa.
¢ Amplificaciéon

La amplificacion del fragmento de la subunidad 2 del gen mitocondrial
NADH deshidrogenasa (ND2) se realiz6 con los primers, L5219
:CCCATACCCCGAAAATGATG, L5758: GGCTGAATRGGMCTNNAAYCARAC vy
H6316: CTCTTATTTAAAGGCTTTGAAGGC (Sorenson et al., 1998). La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) fue llevada a cabo en un volumen final de 25uL

con 1.5 pL de DNA después de estandarizar la mix-master incluyendo (12.5 uL de
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H,O, 2.5 uL de buffer a una concentracio de 500 mM KCI, 100 mM Tris — HCI (pH
9.1) y 0.1 % Triton X — 100), 2.5 pL de deoxinucledtidos 10 X (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), los primers L5219, L5758 y H631 a una concentracion de 10 mM que se
ajustaron al volumen total de reaccion en cada caso y 0.2 yL Tag polimerasa
5u/uL, para cada muestra. Las temperaturas utilizada fueron de 94°C por 5
minutos, seguido 35 ciclos de 30 segundos a 95°C (refieren al periodo de
desnaturalizacion),seguidas por el ciclo de alineamiento de 30 segundos a 45-52
°C, 2 minutos a 72 °C y por ultimo el ciclo de extension final a 72 °C por 10
minutos. Después de la (PCR) los productos fueron visualizados en un gel de
agarosa al 0.5% tefiido con bromuro de etidio (BrEt). Por dltimo se observaron las
muestras en un transiluminador para corroborar el fragmento amplificado, cabe
resaltar que en cada PCR se incluye una muestra llamada control negativo que

solo contenia agua inyectable.

e Secuenciacion

Las muestras positivas fueron almacenadas en un congelador a -20°C para
posteriormente ser enviadas al laboratorio de High-Troughput Genomics Unit de la
Universidad de Washington, Seatle, EE.UU, para secuenciar las dos cadenas de
MtDNA en un secuenciador automatico modelo 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems).

Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias publicadas en el

GenBank (www.ncbi.gov) para corroborar la similitud en cada una de ellas (Un

proceso conocido como Blast).

Edicién de Secuencias

Las secuencias obtenidas del gen ND2 después de la reaccién de
secuenciacion fueron editadas manualmente usando el programa Sequencher 4.8
(GeneCodes Corporation, Ann Arbor, Ml). Para el alineamiento de las secuencias

se utilizé el programa Clustal X (Thompson et al. 1997). Una vez alineadas las

16


http://www.ncbi.gov/

secuencias se realiz6 la busqueda empirica de los parametros del modelo
evolutivo apropiado que mejor se ajustaba a las secuencias utilizando el programa
ModelTest3.7 (Posada y Crandall 1998) por medio del criterio Akaike (AIC)

utilizando el gen completo es decir sin particiones internas.

Reconstruccion filogenética

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas (arboles) mediante los métodos
de maxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana
(IB) para establecer las posibles relaciones.

Para la construccién del arbol por el método de maxima parsimonia se
utilizé el programa PAUP (Swofford 2002) realizando una busqueda heuristica
para seleccionar el arbol via stepwise addition por medio del algoritmo tree-
bisection-reconection (TBR), generando arboles de consenso con las topologias
mas parsimoniosas, utilizando un soporte para los nodos de 100 réplicas de
bootstrap.

Por otro lado para la obtencion del arbol de maxima verosimilitud se utilizé
el programa PAUP (Swofford 2002), utilizando el mismo soporte de los nodos
como en el caso del método de maxima parsimonia, solo que en este caso el
programa calcula los parametros del modelo de sustitucién.

La inferencia bayesiana se desarroll6 utilizando el programa Mr. Bayes 3.0
(Ronquis, y Huelsenbeck 2003) empleando el mejor modelo generado por
ModelTest3.7. Utilizando 4 cadenas MCMC (Markov Chains Monte Carlo, 1 friay 3
calientes) las cuales corrieron simultaneamente por 10,000,000 generaciones,
muestreando arboles cada 500 generaciones, descartando los primeros 5,000
arboles (burn). Una vez descartados se realiz0 un consenso con los ultimos
15,001 arboles correspondientes al 25 %. Una vez obtenidas las topologias para
cada método se utilizé el programa FigTree v 1.3.1 (Rambaut 2006) para la

edicion de los arboles.
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Construccion de la red haplotipica

Se construy6 una red de haplotipos Median Joining utilizando Network 4.6
(Bandelt et al. 1999) solo para las secuencias de Basileuterus culicivorus para

obtener la relacion haplotipica que se establece entre la especie.

Diferenciacion genética

En este apartado se considero solo las secuencias de B.culicivorus para asi
poder identificar el comportamiento genético de esta especie, se definieron dos
grandes grupos y que de aqui en adelante seran mencionados como “MSU” y
‘MNQO” los cuales se encuentran separados geograficamente. El primero de ellos
abarca la zona oeste de México que incluye la Sierra Madre Occidental, la Sierra
Madre del Sur y la Cuenca del Rio Balsas para los estados Michoacan, Guerrero,
Oaxaca, Campeche y Chiapas “MSU” y el grupo que abarca parte de la Sierra
Madre Oriental para los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Puebla, Hidalgo,
Veracruz, Querétaro “MNQO” (Apéndice |). Para los analisis genéticos se tomaron 2
medidas las que contemplan solo los dos grupos y los que contemplan todas las
poblaciones de individuos por localidad.

Se utilizo el programa DNAsp version 4.5 (Rozas et al 2003) para evaluar la
composicién genética de acuerdo con métodos estadisticos:

Diversidad nucleotidica (1), este indice define la diversidad genética a nivel

nucleotidico dentro de una poblacion (Nei 1987):

;?I:E 1, /n,

i<j

Donde nC es el total de comparaciones y mr ij es la proporcién de nucle6tidos
diferentes entre dos secuencias iy j.

Sitios segregantes o polimorficos (8) Theta-Watterson (Watterson, 1975),
indica el numero de sitios nucleotidicos segregantes en una muestra de

secuencias y se determina con la siguiente formula:
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Donde S es el niumero de sitios segregantes y aL es la medida armonica de la

muestra.

La diversidad de los haplotipos (Hd), este pardmetro hace referencia a la
cantidad exacta de haplotipos que existen en las poblaciones estudiadas (Nei
1987):

Ha=aft- 3 o= s v, <[ Y 8

n-1

Por ultimo se calculé el promedio de las diferencias nucleotidicas (k)
(Tajima 1983):

k=Y Y k /2
ij .

Mediante el software Arlequin v.3.1 (Schneider et al. 1997) se pretende
analizar el comportamiento de la estructura genética en los grupos considerados
para dicho estudio, estimando el porcentaje de variacién debido a cada nivel
poblacional, con este software se calcularon los indices de fijacién asociados a la
variacion entre grupos, variacion dentro de grupos, a la variacion entre
poblaciones y dentro de las poblaciones, con una significancia estadistica de 1000
permutaciones (Wright 1931), resultados conocidos como analisis de varianza
molecular AMOVA (Excoffer et al. 1992).

Por otra parte se utilizé el software Arlequin v.3.1 (Schneider et al. 1997)

para calcular la D-Tajima la cual pone a prueba una hipétesis nula de que existe
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un equilibrio de mutacién-deriva génica dentro de una poblacion. Esta basada en
la deteccion de las diferencias entre los estimadores 6y 1.

Para los analisis de historia demografica se realizaron las distribuciones de
las diferencias pareadas Mismatch (Rogers y Harpending 1993) para los grupos
(MNO y MSU) y para todos los individuos de Basileuterus culicivorus, realizando la
grafica correspondiente bajo el modelo de expansién demogréfica, este analisis se
basa en el conteo del nimero de diferencias entre cada par de secuencias. Estos
datos fueron generados nuevamente con el software Arlequin v.3.1 (Schneider et
al. 1997).
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6. RESULTADOS

Se obtuvieron secuencias del gen mitocondrial NADH2 para 45 ejemplares
de la especie Basileuterus culicivorus, las cuales representan las localidades de
los individuos utilizados en este estudio. Por otra parte para enraizar los arboles
fue necesario la utilizacion de cinco secuencias correspondientes al grupo externo
obtenidas del GenBank (www.ncbi.gov), B. belli (GU3769050.1), B. rufifrons
(AY327390.1), B. melanogenys (GU932051.1), B. tristriatus (AF383129.1) y B.
hypoleucus (GU932050.1).

El modelo evolutivo que mejor se ajustdé a los datos para el gen ND2 segun
Modeltest fue TIM1+G obteniendo un parametro de distribucion gamma de
0.2360.

Se lograron obtener las topologias de los arboles para los métodos MP, ML e IB

(Figuras 4,5 y 6). El resultado del consenso para las topologias demuestra
similitud entre los distintos arboles.
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Dentro de las 45 secuencias de B.culicivorus se encontraron 37 haplotipos,

90 sitios variables y 56 sitios filogenéticamente informativos (Cuadro 1).
Cuadro 1. Numero de pares de bases (pb) para el gen ND2, sitios conservados (SC), sitios

variables (SV), sitios parsimonia informativos (SPI), modelo evolutivo (ME).

pb SC % SV% SPI1% ME
(pb) (pb) (pb)
ND2 892 89.9%(802) 10.08%(90)  6.27%(56)  TIM1+G

En cuanto a las redes de haplotipos (Figura 7), se logran visualizar
agrupaciones que coinciden con los clados y la distribucion geogréfica obtenida en
las distintas topologias.
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Figura 7. Red de los haplotipos de B.culicivorus. El tamafio de los circulos corresponde a la
proporcion de frecuencias. Los nombres de los catdlogos pueden corroborarse en el

apéndice I.
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Se obtuvo el numero total de haplotipos (H), la diversidad de los haplotipos
(Hd), el valor de la Theta de Watterson (6), la diversidad de nucledtidos(mr) asi
como el promedio de las diferencias nucleotidicas (k) y la prueba de neutralidad D-

Tajima (D) para ambos grupos (Cuadro 2).

El grupo que presenta una mayor diversidad haplotipica es la MSU (0.97) y
el que presenta menor diversidad es el grupo MNO (0.93). Los valores de
diversidad nucleotidica mas altos fueron para el grupo MSU (0.00634), mientras
que para el grupo MNO se observaron valores ligeramente mas bajos (0.00478)
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Estimaciones de diversidad genética para cada grupo: numero de
muestras(n), numero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd), Theta de Watterson (8),
diversidad nucleotidica (1), promedio de las diferencias nucleotidica (k), prueba D-Tajima

(D).

Grupo n H Hd 0 m Kk Tajima’s P>0.05
D

Grupo | (MNO) 24 17 0.93 0.00884 0.00478 4.268 -1.55 0.10

Grupo 2 (MSU) 21 20 0.97 0.00912 0.00634 5.659 -1.052 0.10

Grupoly?2 45 37 0.977 0.0199 0.0255 22.747 0.66983 0.10

(Incluyen todas

las poblaciones)
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El analisis de AMOVA nos mostro los niveles de diversidad genética dentro

y entre los grupos (Excoffier et al. 1992), en la cuadro 3 se muestran los valores

obtenidos a partir de las secuencias mitocondriales, donde se observa una alta

variacion genética entre los grupos (87.58%), y no asi, dentro de ellos donde se

observa una diferencia menor (12.42%). Por otra parte el estadistico Fst arroja un

resultado cercano a la unidad (0.87584),

estructuramiento genético entre los grupos, si es cercano a uno ejemplifica la alta

este estadistico nos habla del

estructura genética, en contra parte si es cercano a cero se dice que las

poblaciones evaluadas tienen poca estructuracién genética (Wright 1931).

Cuadro 3. Resultados del AMOVA para los grupos (MSU), (MNO) y para las poblaciones

dentro y entre.

Resultados del

AMOVA
Fuente de Sumade Componentes Porcentaje d.f. indice
variacion cuadrados de varianza de variacion (grados de
de fijacion
libertad) Fst
Entre grupos 397.997 17.656 87.58 1 0.87584
(Pct)
Dentro de grupos 107.625 2.50291 12.42 43 0.87584
(Pst)
Entre poblaciones 434.206 10.72708 83.10 10 0.83104
(Psc)
Dentro de 74.150 2.18088 16.90 34 0.83104
poblaciones
(Pst)
a=0.05
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Los analisis demogréficos de los grupos muestran curvas unimodales para
ambos, visualmente se observa que las curvas se ajustan al modelo de expansion

demogréfica (Figura 8 y 9).

D=-1.052, r= 0.0122, p= 0.59

MSU

35
30
25

Frecuencias

] 2 4 6 8 10 12 14 16

Diferencias Pareadas

Figura 8. Distribucion Mismatch para el grupo MSU. La linea punteada corresponde a las
frecuencias simuladas mediante un modelo de expansién demogréaficay la linea sélida
corresponde a las frecuencias observadas para las diferencias nucleotidicas pareadas en la
especie B.culicivorus, D=D de Tajima, D<0 hace referencia a la expansion poblacional, r=
Harpending’s Raggedness Index, p<0.05 significativo = la poblacién no presenta expansion

demografica.
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D= -1.55. r=0.138, p=0.093
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Figura 9. Distribucion Mismatch para el grupo MNO. La linea punteada corresponde a las
frecuencias simuladas mediante un modelo de expansién demogréficay la linea sélida
corresponde a las frecuencias observadas para las diferencias nucleotidicas pareadas en la
especie B.culicivorus, D=D de Tajima, D<0 hace referencia a la expansion poblacional, r=
Harpending’s Raggedness Index, p<0.05 significativo = la poblacién no presenta expansion

demografica.
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7. DISCUSION

Mediante los resultados obtenidos a partir de secuencias mitocondriales del
gen NADH2 para la especie B. culicivorus se logra observar un patron
filogeogréfico de la categoria | (Avise et al. 1987), que muestra las topologias
genéticas con una divergencia antigua y en ella visualizan linajes separados
alopatridamente, con haplogrupos restringidos a un area geografica determinada,
corroborando asi que el tiempo transcurrido ha sido idoneo para separar
genéticamente las poblaciones, al realizar un analisis detallado de todas las
topologias resultantes, se aprecian 3 clados perfectamente estructurados con
valores de bootstrap significativamente altos, asi como probabilidades posteriori
significativas (Figuras 4,5,6), los dos primeros clados corresponden a los grupos

definidos en este estudio como (MNO y MSU).

El tercer y ultimo clado corresponde al grupo externo, el resultado de todas
las topologias demuestran la unién de una de las secuencias descargadas del
GenBank (www.ncbi.gov) correspondiente a la especie Basileuterus hypoleucus

agrupandose con el grupo MSU, debido a la similitud que presenta su secuencia,
en esta especie se han generado debates sobre su clasificacion y si debe ser o no
considerada como especie filogenéticamente distinta a Basileuterus culicivorus,
esto ha generado diversas hipétesis que argumentan que las dos especies
(B.culicivorus y B. hypoleucus) en el pasado compartieron una historia evolutiva y

eran un mismo linaje (Torres y Rodrigues 2010).

Una investigacion previa propone que la diversificaciéon entre estas dos
entidades evolutivas, se generd entre los periodos del Plioceno-Pleistoceno,
sefialado como periodo de diferenciacion para algunos Parulidos (Pérez-Eman
2005), argumentando como principal causa las fluctuaciones climaticas y eventos
geolégicos que generaron fragmentaciones y reconexiones entre los distintos
habitats, las cuales afectaron de manera directa la aviafauna del Neotropico,
llevando a diversos grupos a diferenciarse (Avise y Walker 1997, Weir 2006,
Barber y Klicka 2010).
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Datos moleculares sugieren que B. culicivorus y B. hypoleucus representan
linajes diferentes, y que su diversificacion se establecié en los periodos antes
mencionados, aunque estos autores proponen que estas dos especies no se
separan completamente ya que probablemente puede existir flujo genético entre

ellas (Torres y Rodrigues 2010).

Por el arreglo que muestran las topologias se observa que aunque la
secuencia de B. hypoleucus no se relaciona con ningun haplotipo de México, la
secuencia es reconocida como similar por el algoritmo empleado en este estudio,
y la agrupa en en el clado MNO, grupo que posiblemente se le parece
genéticamente, esto aseguraria que muy probablemente conservan caracteristicas
genéticas entre las poblaciones que le dieron origen en un pasado geoldgico, y las
que la hicieron colonizar parte de Sudamérica regidon geografica donde se

distribuye actualmente esta especie (Basileuterus hypoleucus).

Se ha propuesto una teoria que explicaria la divergencia entre estas dos
especies la cual argumenta que debido a un evento de colonizacién Unico y
continuo las poblaciones de Basileuterus culicivorus migraron del norte ancestral a
través de una ruta hacia el sur de América (Curson et al. 1994, Pérez-Eméan 2005),
por lo anterior, el origen de la especie B. hypoleucus en Sudamérica es mucho
mas reciente, entonces la divergencia entre las poblaciones de B.culicivorus y
B.hypoleucus resulta ser mucho mas joven de lo que se cree, debido a esto
conservan una huella genética entre sus poblaciones, muy probablemente el
aislamiento de poblaciones pertenecientes de B.culicivorus cercanas a Brasil y
Paraguay lugar donde se distribuye actualmente B. hypoleucus, fueron las
responsables de la presente diferenciacion genética entre los linajes, y de la cual
surgen dos entidades evolutivas distintas, estableciendo asi el origen de estas dos
especies (Emsen et al. 2008), sin embargo en el estudio de Torres y Rodrigues
(2010) se presenta evidencia que B. hypoleucus y B.culicivorus podrian seguir

estando relacionados genéticamente sobre todo en las poblaciones cercanas y de
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las cuales comparten distribucion geografica, aqui hay que hacer notar que la
distribucion de B. culicivorus en el sur de América abarca gran parte de la
distribucion que presenta B. hypoleucus y es probable que exista flujo genético
entre estas dos especies. Por tal motivo en este trabajo no podriamos concluir a
grandes rasgos sobre la diversificacion de estas dos especies, pues la falta de
muestras podria estar arrojando un resultado erréneo, en la monofilia obtenida

para este estudio.

Por otro lado graficamente la red haplotipica muestra una fuerte estructura
filogeogréfica separando los haplogrupos en dos, demostrando asi que las
topologias obtenidas mediante los distintos métodos (MP, MV y IB) asemejan la
distribucion espacial de los filogrupos encontrados (Bandelt et al. 1999), y donde
se observa una separacion geografica marcada por 33 mutaciones, este resultado
no es extrafio ya que se ha observado en otros grupos de aves donde se han
encontrado patrones filogeograficos similares (Garcia-Moreno et al. 2004, Cadena
et al. 2007,Cortés-Rodriguez et al. 2008, Barrera-Guzman et al. 2012), por el
contrario otros grupos de aves analizados que presentan una distribucion
geografica discontinua o restringida y de las cuales se esperaria obtener
diferencias genéticas entre las poblaciones, no es asi, ya que presentan patrones
de distribucién haplotipica de una forma continua, debido a lo anterior los
haplotipos resultantes carecen de una separacion geografica (Arbelaez-Cortés et
al. 2010), este tipo de patrones asumen gue las poblaciones tienen un origen
reciente y los linajes estan teniendo un alto flujo génico, relacionandolos

evolutivamente (Avise 2000) .

A pesar de los diferentes métodos utilizados para la obtencion de las
topologias, se muestra evidencia clara de la separacion que presentan los
haplotipos generando dos filogrupos, debido a la presencia de barreras
geograficas, por un lado tenemos la Sierra Madre Oriental que abarca desde el
norte de Tamaulipas hasta el sur de Veracruz, para las poblaciones que se

encuentran en el sureste mexicano algunas de las barreras mas importantes que
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aislan las poblaciones con la parte norte del territorio es la Sierra Madre del Sur, El
Istmo de Tehuantepec asi como el Eje Neovolcanico Transversal, en la parte
oeste a la Sierra madre Occidental, una region considerada como una importante
area de endemismo para diferentes taxones y sobre todo para las aves (Garcia y
Navarro 2004), algunos estudios han obtenido resultados donde mencionan que
estas barreras geogréaficas contribuyen al aislamiento y diferenciacion genética de
muchas especies de aves (Marshall y Liebherr 2000, Puebla-Olivares et al. 2008,
Barber y Klicka 2010, Gonzalez et al. 2011), y que ademas pueden representar
etapas tempranas en los procesos de especiacién (Gonzalez et al. 2011), en la
mayoria de los casos se ha presentado evidencia que estas barreras tienen
implicaciones directamente en el flujo de genes (Storfer et al. 2007), y que a mayor
tiempo de aislamiento mayor diferenciacion genética entre las poblaciones,
teniendo asi impacto evolutivo a distintas escalas (macro y micro evolutivo)
(Navarro et al. 2001, Arbelaez-Cortés et al. 2010), considerando lo anterior,
aseguramos que para la especie Basileuterus culicivorus estas barreras antes
mencionadas y que concuerdan con la separacion de los grupos estan actuando
de manera directa en el intercambio genético y son responsables de la variacion
establecida entre los grupos que se presentan en este estudio, debido a la
separacion de las poblaciones en el pasado. Por tal motivo se observa que el
estructuramiento de los haplotipos presenta un alto grado de diferenciacion para
los grupos analizados (MNO y MSU), y que visualmente podemos agruparlos en
dos, los haplotipos que se encuentran distribuidos hacia la zona oeste (MSU) y los
que toman una distribucién hacia el este de México (MNO).

Sin embargo y a pesar de que las barreras geograficas son causantes de
fendbmenos como la divergencia entre grupos cercanamente relacionados
llevandolos a la especiacion (Morrone 2005), no siempre se espera que suceda
esto, ni es una regla que se establezca para los distintos grupos taxondémicos, ya
gue existen casos donde se observa que a pesar de la presencia de barreras
geograficas las poblaciones no muestran diferencias genéticas significativas, una

explicacion de esto podria ser la capacidad que presentan algunas especies al
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establecerse en lugares estratégicos y que a pesar de que se encuentren
cercanas a barreras geograficas, estas no aislan del todo las poblaciones,
permitiendo asi que la interconexion genética prevalezca, este tipo de patrones
sugiere que las poblaciones estan en expansion y que el tiempo transcurrido entre
ellas no ha sido suficiente para aislarlas genéticamente, presentando evidencia
que apunta a ser consideradas como una misma entidad evolutiva (Cortés-
Rodriguez et al 2008). Como se observa en nuestro patrén filogeografico para este
estudio existe suficiente evidencia para descartar lo anterior y sugerir que los
grupos analizados muestran una identidad genética propia y que corresponde al

aislamiento por distancia entre los haplogrupos.

Las topologias generalmente son usadas para visualizar de una manera
clara y precisa si es que existe un patron filogeografico entre las especies
analizadas, sin embargo estas se pueden utilizar para conocer e inferir las
relaciones evolutivas realizando métodos que analizan y describen estas
relaciones de manera genética (Aguirre 2007), observando los resultados de los
analisis genéticos que se presentan en este estudio se sugiere la biparticion de los

grupos.

Los andlisis genéticos realizados a partir de las secuencias mitocondriales
para el gen ND2 muestran que si hay variacion genética entre los grupos,
revelando la capacidad evolutiva que caracteriza este genoma (Avise 2000), los
haplotipos obtenidos fueron 37 de 45 ejemplares secuenciados, 17 haplotipos se
agrupan en la poblacién definida como (MNO) y 20 quedan dentro de la poblacién
(MSU), un ndmero elevado al ser comparado con la muestra, la diversidad
haplotipica muestra valores altos para los grupos | y Il (Hd= 0.93 y 0.97)
respectivamente, mientras que la diversidad nucleotidica para los grupos | y Il fue
(m = 0.00478 y 0.00634) (Cuadro 2) , ecenario donde se puede argumentar que
los grupos aportan evidencia evolutiva que asume la difeenciacion entre ellos,
comparando estos datos con estudios previos (Marshall y Liebherr 2000, Puebla-
Olivares et al. 2008, Barber y Klicka 2010, Gonzéalez et al. 2011), podemos

contemplar que el aislamiento por distancia ha afectado directamente las
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poblaciones que se encuentran separadas geograficamente y que ademas se
encuentran géneticamente muy variables, estos datos concuerdan con la
diversidad nucleotidica ya que la evidencia sugiere que los grupos estan

presentando expansion poblacional.

Los valores obtenidos a partir del analisis de varianza molecular (AMOVA)
muestran valores altos de variacion genética entre los grupos (87.58%) y no asi
dentro de ellos (12.42%) resultado del cual se puede hacer referencia el poco flujo
genético que existe entre las poblaciones pertenecientes a los grupos separados
por las barreras geograficas, eventualmente se cree que a través del tiempo han
ido aislandose genéticamente (Gonzalez et al. 2011), estos resultados al ser
comparados con la monofilia obtenida sugeriria que los grupos se encuentran en
proceso temprano de especiacion y que probablemente cada uno conforma un
linaje evolutivo diferente, este patron filogeografico que podemos corroborar con
bases genéticas es un patron de discontinuidad y diferenciacion alopatrica. Por
otro lado el estadistico Fst nos arroja un valor cercano a la unidad Fst=0.87584,
con este valor cercano a la unidad se sugiere un escenario donde el flujo genético
es escaso para los grupos analizados, ademas estos valores obtenidos establecen
un nivel de estructura genética evidente, y de los cuales podemos diferenciar dos

filogrupos, el que corresponde a MSU y el grupo MNO.

Por otro lado, las graficas de diferencias pareadas (mismatch) estan
constituidas por curvas unimodales bajo el modelo de expansion demogréfica, y
de las cuales se argumenta que las poblaciones se encuentran en expansion
demografica, estos datos son corroborados al observar los valores negativos para
la prueba D de Tajima los cuales indican también expansion demogréfica entre
las poblaciones que se encuentran dentro de los grupos. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para la diversidad genética y reforzandolos con los
estadisticos para las pruebas de historia demografica se puede inferir que las
poblaciones que se encuentran dentro de los grupos, son poblaciones donde la
diversidad genética esta influyendo en la estructura filogeogréafica de B.culicivorus

en el territorio mexicano.
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Los resultados obtenidos sugieren limite genético en la distribucion
geografica para la especie B. culicivorus en México, resaltando que aunque solo
se utilizd6 un gen mitocondrial y del cual se han mencionado limitantes (Funk y
Omland 2003), este fue de gran utilidad en la resolucién de las separaciones entre
los grupos, mediada por los distintos analisis generados (las 33 mutaciones que
separan la red de haplotipos, los altos valores de bootstrap asi como de
probabilidades posteriori obtenidos en las topologias, la marcada estructura
genética generada por la AMOVA), todo lo anterior sugiere un escenario donde el

flujo genético es la principal causa de la divergencia entre los grupos.

Aungue nuestros resultados afirman la separacion evidente de los grupos
distribuidos en la zona este y oeste del territorio mexicano, para tener un analisis
completo y de mayor alcance sobre la historia evolutiva de B. culicivorus en
México, seria necesario incorporar otros genes mitocondriales ademas de incluir
genes nucleares, asi como también, la realizacion de sus pruebas genéticas
correspondientes y establecer si la filogenia y los indices genéticos son similares a
los de este estudio, con ello tendriamos una resolucion mas amplia de los

procesos que posiblemente estan actuando de manera natural en su distribucion.
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8. CONCLUSION

El gen mitocondrial NADH2 fue util para establecer los limites
geograficos de los dos grupos propuestos como existentes en la

especie Basileuterus culicivorus.

La monofilia obtenida concuerda con la distribucién haplotipica para

los grupos evaluados.
La diversidad genética para cada uno de los grupos es alta.

El patron filogeografico obtenido, asume la presencia de dos linajes
evolutivamente distantes separados por 33 mutaciones Basileuterus

culicivorus (MNO y MSU) en el territorio mexicano.
El flujo genético entre los grupos es casi nulo.

Se recomendaria obtener analisis con otros genes, sobre todo

nucleares, para corroborar estos resultados.
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Apéndice |

Localidades de colecta de B. culicivorus zona este de México (grupo MNO).

Estado Localidad Catalogo Coordenadas
Hidalgo El coyol, 1km al Este. AMT 168 | 21.06667,-9873
Hidalgo El coyol, 1km al Este. AMT 178 | 21.06667,-9873
Hidalgo San Simon. Tepe 10 999,999
Hidalgo San Simon. Tepe 20 999,999
Hidalgo Pilcuatla. BEHB 234 20.95,-9855
Hidalgo Cerro Jarros, 1km al Este. HG(??:?LP 20.993.-99.145
Hidalgo El coyol, 1km al Este. SLA 021 21.07,-98.95
Hidalgo Huayapa. HUAS111 | 21.064,-98.672
Tamaulipas Zona arqueoldgica El Sabinito, 5 km al | CONACYT 23.66028, -98.4
Noroeste. 1111
Tamaulipas Zona arqueoldgica El Sabinito, 5 km al | CONACYT 23.66,-98.4
Noroeste 1122
Tamaulipas San Pablo Vista Hermosa. COFZA(;CZ:YT 24.61,-99.35
Tamaulipas San Pablo Vista Hermosa. COFZA%:YT 24.61,-99.35
Veracruz Arroyo Cayoapan, 10 km. al Este de MT 307 19.36,-96.87
Teocelo.
Veracruz Arroyo Cayoapan, 10 km. al Este de MT 292 19.36,-96.87
Teocelo.

Veracruz Zacualpan. Zac 33 20.46,-98.31
Puebla Salto Chico, camino a Presa Necaxa. IALL 163 20.21,-97.99
Puebla Salto Chico, camino a Presa IALL 142 20.21,-97.99
Puebla Cuitchat, 8km Nor-Este de Cuetzalan. PUE 091 20.09,-97.51
Puebla Cuitchat, 8km Nor-Este de Cuetzalan. PUE 079 20.09,-97.51
Puebla Jonotla. PUE 132 20.04,-97.62

San Luis P.| San Nicolas de los Montes en el Rio COCI)\IQJEYT 22.12,-99.4183

Querétaro El pemoche. QRO 276 21.22,-99.10

Querétaro Tangojo. QRO 069 21.16,-99.10

Querétaro Tangojo. QRO 077 21.16,-99.10
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Localidades de colecta de B. culicivorus zona oeste de México (grupo MSU)

Estado Localidad Catalogo Coordenadas
Guerrero Nueva Delhi. SIT 057 17.41,-100.2
Guerrero Nueva Delhi. SIT 052 17.41,-100.2
Guerrero Nueva Delhi. SIT 042 17.41,-100.2
Guerrero El Molote. ATO 030 17.44.-100.2

Porcion norte de la Omega,
Chiapas Monumento Natural. YACH 499 16.90,90.97
Porcion norte de la Omega,
Chiapas Monumento Natural. YACH 500 16.90,-90.973
Chiapas Zona Arqueoldgica de Yaxchilan. YACH 524 16.08.-90.97
Yucunino, cerca de Santa Ana del
Oaxaca Progreso, Putla. OMVP 660 16.82,-97.88
Distrito de Juquila, 4km al Este
Oaxaca Pequefas Negras. OMVP 1013 | 16.23,-97.28
Chalchijapa, 2,3 km al noreste del
Oaxaca poblado. CHIMA 322 17.06,-94.58
Oaxaca Chalchijapa. CHIMA 488 | 17.05,-94.673
CONACYT

Oaxaca Finca el Brasil. 04219 15.93,-96.42

Oaxaca Pluma Hidalgo, el Brasil. PLU 049 15.93,-96.42

Oaxaca Pluma Hidalgo, el Brasil. PLU 048 15.93,-96.42

Oaxaca Puerto de la Soledad. OMVP 633 18.16,-96.99

Oaxaca Ejido clemencia. OMVP 651 18.16,-96.99

Chalchijapa, 2.3 km antes del pueblo
Oaxaca en galera. OMVP 0519 | 17.06,-94.58
Chalchijapa, 2.3 Km antes del pueblo
Oaxaca en Galera OMVP 523 | 17.051, -94.58
Chalchijapa, 2.3 Km antes del pueblo
Oaxaca en Galera OMVP 0529 | 17.051, -94.58
Michoacan La verdura DEUT 043 19.66,-102.54
Campeche Calackmul el arroyo silvituc. B 1918 18.85, -89.57
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