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Resumen

El grupo de escarabajos de Epicauta uniforma contiene 15 especies, de las cuales se ha
sugerido que E. stigmata y E. uniforma son coespecificas (Werner 1958). La principal
caracteristica empleada para diferenciar estas dos especies es el color de la pilosidad en los
élitros, el cual esta asociado a su distribucion disyunta. E. uniforma es de color café-cenizo y se
distribuye desde Zacatecas hasta el sur de EUA, mientras que E. stigmata es de coloracion
blanquinegra, ceniza o ligeramente café ceniza, y se distribuye desde Guanajuato hasta el sur
de México. En este estudio se emplearon dos fragmentos de genes mitocondriales, Citocromo
Oxidasa | (COI; 624 pb) y Citocromo b (Cyt b; 288 pb), para investigar la filogeografia y el
estatus taxondmico de E. stigmata y E. uniforma. En particular, se investigo si la distribucion
geografica de la variacion genética en poblaciones de E. stigmata y E. uniforma esta asociada
a la variacion morfolégica observada. Se obtuvieron 140 secuencias ambos marcadores para
E. stigmata, E. uniforma y ocho especies del género Epicauta (94, 20 y 26 secuencias
respectivamente). Se realizé un analisis de inferencia Bayesiana que confirmé que las especies
nominales E. stigmata y E. uniforma no son reciprocamente monofiléticas, sino que constituyen
una misma unidad evolutiva, que conserva el nombre E. stigmata. Los analisis de diversidad
genética, pruebas de neutralidad y distribucibn mismatch sugieren una expansion poblacional
reciente en el area de distribucion de la especie. Se construyeron redes de haplotipos y se
encontré que no existe una asociacion entre la distribucién geografica de la variacién genética y
la variacion morfolégica observada en los individuos asignados a las especies nominales E.
stigmata y E. uniforma. Andlisis de modelado de nicho indican que los nichos utilizados por los
taxones son muy similares entre si, y que la distribucion disyunta de las poblaciones de E.

stigmata no esta asociada a la variacion climatica.



Abstract

The Epicauta uniforma group of beetles contains 15 species, of which it has been suggested
that E. stigmata and E. uniforma are conspecific (Werner 1958). The main feature used to
differentiate these two species is the color of pubescense on the elytra, which is associated with
their disjunct distribution. Epicauta uniforma has a cinereous-brownish color and is distributed
from Zacatecas to southern U.S., whereas E. stigmata is white-black, cinereus or brown-
cinereus and is distributed from Guanajuato to southern Mexico. This study employed two
mitochondrial gene fragments, Cytochrome oxidase | (COIl, 624 bp) and Cytochrome b (Cyt b,
288 bp) to investigate the phylogeography and taxonomic status of E. stigmata and E. uniforma.
In particular, we investigated whether the geographic distribution of genetic variation in the
populations examined of the nominal species E. stigmata and E. uniform is associated with the
their observed morphological variation. A total of 140 sequences were obtained for both
markers for E. stigmata, E. uniforma and eight species of Epicauta genus (94, 20 and 26
species, respectively). An Bayesian inference analysis confirmed that the nominal species E.
stigmata and E. uniforma are not reciprocally monophyletic, instead forming a single
evolutionary unit, which retains the name E. stigmata. A genetic diversity analysis, as well as
neutrality and mismatch distribution tests suggest a recent population expansion on the
distribution area of the species. Haplotype networks were reconstructed, showing that there is
no association between the geographic distribution of genetic variation and the morphological
variation observed in individuals assigned to the nominal species E. stigmata and E. uniforma. A
niche modeling analysis suggests that the niches used for the above nominal taxa are very
similar, and that the disjunt distribution of the E. stigmata populations are not associated to

climate variation.



Introduccidén

Diversidad

México pertenece al grupo de paises llamados megadiversos, que son
catalogados asi por albergar a la mayor parte de las especies conocidas. Estos paises
poseen el 70% de la biodiversidad del planeta. Por su biodiversidad, México se ubica
en el cuarto lugar los paises megadiversos, y en términos generales se puede decir
gue México alberga al 10% de la biodiversidad terrestre del planeta (Sarukhan y Dirzo,
1992). Ademas de tener un elevado nimero de especies, México es importante por la
cantidad de especies endémicas de su territorio, por poseer una gran pluralidad de
ecosistemas y por la gran variabilidad genética observada en muchos grupos
taxonomicos. Estas caracteristicas de riqueza bioldgica tienen su origen en la evolucion

o diversificacion natural y cultural del pais (Espinosa et al., 2008).

La alta diversidad de México es el resultado de la interaccion de diversos
factores topograficos y climaticos. Estos factores interactian entre ellos y combinados
con la historia geolodgica del pais producen un mosaico de ambientes y microambientes
(Flores y Gerez, 1994). La constitucion tan compleja de México, expresada en su
relieve abrupto y variado clima produce un heterogéneo escenario geografico-fisico en
donde se desenvuelve una de las biotas mas diversas del mundo (Ferrusquia, 1998).
Este escenario fisiografico es consecuencia de la interaccion de las placas
norteamericana, del Pacifico, Rivera, de Cocos y del Caribe. Estas placas se relacionan
de tal forma que por plegamientos y vulcanismo han originado un territorio rico en

cordilleras, mesetas y depresiones (Ortega et al., 2000).
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La heterogeneidad del medio fisiografico del territorio mexicano ha permitido el
desarrollo de una elevada riqgueza especifica. Esta riqueza de especies también esta
distribuida en una diversa gama de ecosistemas. Se plantea que para esta regién que
existieron una serie de invasiones o expansiones de plantas y animales de norte a sur
en distintos periodos geoldgicos y fragmentacion de la distribucion de las especies a
causa de eventos geoldgicos y paleoclimaticos, y estos dos fendmenos contribuyeron
al aumento en numero de especies y su diversificacién. (Nason et al., 2002; Arroyo-
Cabrales et al., 2007). La diferenciacién genotipica y la variacion fenotipica son formas
de adaptarse a un ambiente cambiante, ambas reflejan la historia poblacional de los
organismos y generalmente muestran coherencia entre si (Avise, 1989; Staton et al.,
2005; Rodriguez-Vivas et al., 2011). En algunos casos, sin embargo, las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas evolucionan independientemente, dando lugar a variacion
genética y morfologica discordantes (Finston y Peck, 2004; Christidis et al., 2010; Hsu

et al., 2011).

La interaccion entre los organismos y un medio ambiente heterogéneo tiene
como consecuencia la aparicion de plasticidad fenotipica, que es definida como la
habilidad de un mismo genotipo para producir variantes fenotipicas en respuesta a las
condiciones bidticas y abidticas (Via y Lande, 1985; West-Eberhard, 1989; Via et al.,
1995). En ese sentido, los organismos pueden modificar su fisiologia (Holopainen,
1995; Brzek et al., 2011), morfologia (Bronmark y Miner, 1992; Gibbs et al., 2011) y
desarrollo (Dufty et al., 2002; Sommer y Ogawa, 2011) debido a cambios climéticos

(Ghalambor et al., 2007; Baythavong y Stanton, 2010), interaccion con otras especies



(Agrawal, 2001), colonizacion de nuevos habitats (Yeh y Price, 2004) o el uso de

distintos recursos (Vretare et al., 2001).

Diversos estudios han encontrado que individuos de una misma especie con
diferentes fenotipos pueden ser genéticamente idénticos (Tolley et al., 2005; Noel et al.,
2007; Haye et al., 2010), pero también especimenes con fenotipos idénticos pueden
tener genotipos heterogéneos (Duftner et al., 2006, Santos et al., 2006). El andlisis
tanto de la informacion morfolégica como genética por lo tanto es necesario para
elucidar con mayor certidumbre la historia evolutiva de los organismos en los que se ha
reportado gran plasticidad fenotipica (Richards y Knowles, 2007; Bottin et al., 2007,

Price et al., 2007).

Filogeografia

En 1987, Avise y colaboradores concibieron a la filogeografia como el analisis
filogenético de la informacidon genética en un contexto geografico para probar hipotesis
en la relacién causal entre los fendbmenos geograficos, la distribucién de especies y los
mecanismos que conducen la evolucion. De esta manera, la filogeografia es el campo
de estudio relacionado con los principios y procesos que gobiernan la distribucién
geografica de linajes de genes, sobre todo de aquellos entre y dentro de especies

cercanamente relacionadas.

Considerada como una rama de la biogeografia o ecologia molecular, la

filogeografia trabaja con los componentes histéricos, filogenéticos y la distribucidon



espacial de linajes de genes, considerando los ejes de espacio y tiempo (Vazquez-
Dominguez, 2007; Vazquez-Dominguez, et al. 2009). La filogeografia abarca los
estudios filogenéticos de la distribucion espacial de cualquier caracteristica, ya sea
morfologica, etoldgica, etc., aunque en la actualidad, con el desarrollo de las
herramientas moleculares, el uso de ADN mitocondrial juega un papel importante en los

andlisis filogeogréficos (Lanteri y Confalonieri, 2003).

El ADN mitocondrial consta de una cadena circular de 15 000 a 17 000 pares de
base que codifica para 38 genes (Ballard y Whitlock, 2004). EI ADN mitocondrial posee
caracteristicas que lo hacen de particular utilidad en los estudios filogeograficos: se
transmite Unicamente por via materna, no pasa por procesos de recombinacion
genética, tiene una tasa alta de sustitucidén y resulta altamente polimérfico (Ballard y
Whitlock 2004). Las caracteristicas del ADN mitocondrial o convierten en un recurso
muy (til para analizar relaciones filogenéticas de organismos conspecificos.
Adicionalmente, se asume que el ADN mitocondrial evoluciona de forma neutral, es
decir, que la mayor parte de las mutaciones son selectivamente neutras y se fijan al
azar (Avise et al., 1987). Utilizada comUunmente como herramienta para esclarecer
patrones histéricos y evolutivos entre poblaciones de una misma especie, la
filogeografia ha demostrado ser util para inferir procesos como flujo génico, hibridacion,
tamano efectivo poblacional, secuencias de colonizacion, cuellos de botella, eventos de
vicarianza y dispersion, también para delimitar especies y determinar unidades de
conservacion (Arbogast y Kenagy, 2001; Dominguez-Dominguez y V&azquez-

Dominguez, 2009).



Modelado de nicho ecoldgico

El ambiente puede tener influencia sobre los procesos evolutivos, de forma que la
variacion ambiental a través del tiempo y el espacio puede influir en la divergencia
genética entre poblaciones, cambios en la morfologia, fisiologia o la conducta (Kozak et
al., 2008). El modelado de nicho ecoldgico tiene el propésito de identificar los sitios
apropiados para la sobrevivencia de poblaciones de una especie mediante la
identificacion de sus requerimientos ambientales (Soberon y Nakamura, 2009). Con el
desarrollo del modelado de nicho se han generado las condiciones para plantear

analisis que integren datos genéticos y ambientales (Graham et al., 2004).

Ademas de predecir la distribucion potencial de los organismos, se ha reportado
gue el modelado de nicho puede ser una herramienta exploratoria y complementaria a
los estudios de limites y relaciones entre especies (Martinez-Gordillo et al., 2010). En
particular, se han realizado estudios conjuntos de filogeografia y modelado de nicho
para caracterizar y delimitar distintas unidades de conservacion (p. ej. May et al., 2011)
0 en el caso contrario, refutar la diferenciacion genética y ecolégica de taxones (p. €.

Makowsky et al., 2010).

El grupo de Epicauta uniforma (Meloidae)

Los insectos son animales invertebrados pertenecientes al Phylum Arthropoda. Se
caracterizan por poseer un par de antenas, tres pares de patas y, en etapa adulta, el

cuerpo dividido en tres regiones mayores: cabeza, torax y abdomen (Resh y Cardé,



2003). Los insectos representan el grupo mas diverso del planeta, con
aproximadamente un millon de especies descritas en la actualidad (Alder y Foottit,
2009). No obstante, se calcula que el numero de especies de insectos existentes
podria ser de entre 10 y 80 millones (Erwin, 1982; Stork, 2008). Actualmente, los
insectos estan agrupados en 29 ordenes, de los cuales Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera y Lepidoptera comprenden el 81% de todas las especies conocidas

(Grimaldi y Engel, 2005).

Los Meloidos son un grupo de Coleopteros tenebrionoideos que esta formado
por cerca de 3000 especies distribuidas en aproximadamente 120-125 géneros (Pinto y
Bologna, 1999; Bologna y Pinto, 2001; Bologna et al. 2008). El grupo es hipermetéabolo,
es decir durante el desarrollo pasan por dos o mas estados larvarios. En total se ha
observado la existencia de siete estados larvarios, cinco de los cuales estan adaptados
para habitos parasitoides, atacando principalmente himendpteros (Bologna et al. 2008).
Todos los melbidos producen cantaridina, un terpenoide usado como defensa quimica
(Carrel et al. 1993). Las lesiones provocadas por dicha sustancia hacen que los
meldidos tengan importancia econdmica y médica (Nicholls et al. 1990; Antinez y

Cidoncha, 1998).

El género Epicauta es uno de los géneros con mayor diversidad dentro de la
familia Meloidae (Coleoptera), distribuyéndose ampliamente (Asia Central, Africa
centro-occidental y gran parte de América) y esta representado por alrededor de 375
especies (Pinto y Bologna, 1999). Epicauta se divide en dos subgéneros: Epicauta y

Macrobasis, estando este ultimo solo distribuido en América (Pinto, 1991). Dentro del
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subgénero Macrobasis se han establecido varios grupos de especies, y aunque no se
ha presentado una definicion taxonémica formal se ha sugerido que podrian tratarse de

grupos monofiléticos (Werner, 1945, 1949, 1958; Pinto, 1991).

Uno de los grupos pertenecientes al subgénero Macrobasis es el grupo de E.
uniforma, conformado por las siguientes 15 especies: E. niveolineata, E. tripartita, E.
nigritabilis, E. uniforma, E. alpina, E. bipuncata, E. stigmata, E. melanochroa, E.
tenuemarginata, E. leoni, E. triquetra, E. selanderorum, E. labialis, E. mimetica y E.
atricolor. El grupo E. uniforma se caracteriza morfolégicamente por presentar una
estructura en forma de peine en el extremo anterior de la tibia del macho, dos
espolones en la tibia anterior del macho y el primer segmento de las antenas en forma
de arco plano (Werner, 1958; Pinto, 1991). El grupo de E. uniforma se distribuye
predominante en la meseta central mexicana, presentando numerosos problemas
taxondmicos debido a que posee una considerable plasticidad fenotipica en algunas de
sus especies y a que es dificil asignar las hembras a una especie, ya que los
caracteres usados en la diagnosis solo se refieren a caracteres sexuales masculinos

(Pinto 1991; Garcia-Paris et al., 2007).

Uno de los problemas taxonémicos dentro del grupo de E. uniforma es con
respecto a si E. stigmata Dugés, 1869 y E. uniforma Werner, 1958 son especies
distintas. Actualmente, el Unico caracter que se ha propuesto para distinguir entre
estas dos especies es el color de la pilosidad de los élitros, el cual es variable y puede

ser negro, blanquinegro, cenizo o ligeramente café-cenizo en E. stigmata y poco
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variable y usualmente café-cenizo a lateo ceniciento en E. uniforma (Werner, 1958).
Este caracter esta asociado a la distribucion geografica disyunta de estos dos taxones.
Epicauta uniforma se distribuye del sur de los Estados Unidos, en los estados de
Arizona, Colorado y Texas hasta el Norte de México en los estados de Chihuahua,
Coahuila, Durango, Sonora y Zacatecas. Por otra parte, E. stigmata se distribuye en los
estados del centro de México: Aguascalientes, Distrito Federal, Guanajuato, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz.
Werner (1958) menciona que las diferencias entre E. stigmata y E. uniforma podrian
reflejar variacion geografica y no diferenciacion especifica; sin embargo, este autor no
profundizé en el estudio de dicha hipétesis y describi6 a E. uniforma y E. stigmata como

especies diferentes.

Partiendo de la hipétesis planteada por Werner (1958), en este estudio se
utilizaron secuencias de ADN de dos marcadores moleculares, Citocromo Oxidasa | y
Citocromo b, para investigar la existencia de estructura filogeografica en poblaciones
asignadas a E. stigmata y E. uniforma. Los marcadores moleculares se utilizaron
primero para construir una filogenia con el fin de investigar si E. stigmata y E. uniforma
representan especies hermanas. Posteriormente, se utilizaron pruebas de diversidad
genética, neutralidad y de distribucion mismatch para inferir la historia demogréfica de
las poblaciones. También se reconstruyeron redes de haplotipos para observar si la
distribucion de la variacién geogréfica correspondia con la variacién morfolégica de las
poblaciones examinadas. Finalmente, se llevaron a cabo dos diferentes analisis de
modelado de nicho para determinar si la distribucion de los taxones puede ser

explicada de acuerdo a variables ambientales.
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Objetivos

Objetivo general:

e Investigar la filogeografia de E. uniforma y E. stigmata con base en fragmentos

de ADN de dos marcadores mitocondriales (citocromo oxidasa | y citocromo b).

Objetivos particulares:

e Determinar si E. stigmata y E. uniforma representan una misma unidad evolutiva.

e Evaluar la diversidad genética en las poblaciones de E. stigmata y E. uniforma

e Describir la historia demogréfica de las poblaciones de E. stigmata y E. uniforma

e Investigar la existencia de estructura filogeografica en las poblaciones
examinadas de ambos taxones, y si la distribucion geogréafica de su variacion

genética corresponde con su variacion fenotipica.

e Determinar si las poblaciones asignadas a E. uniforma y E. stigmata se

distribuyen en nichos ecoldgicos diferentes.
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Antecedentes

Las relaciones del género Epicauta dentro de la familia Meloidae, su posicion
filogenética dentro de la tribu Epicautini de la subfamilia Meloinae y su caracterizacién
morfologica han sido estudiadas y parecen estar bien definidas (Bologna et al., 2008).
El género Epicauta se divide en dos subgéneros Epicauta y Macrobasis, los cuales no
poseen sinapomorfias claras (Pinto, 1991). Dentro del subgénero Macrobasis existen
grupos de especies que se han sugerido, sin proponerlo de manera formal, podrian ser
monofiléticos. Uno de estos grupos propuestos es el grupo de Epicauta uniforma,
formado originalmente por 14 especies y caracterizado por una estructura en forma de
peine en la parte apical de la metatibia, el primer segmento antenal excavado
externamente en forma de arco y dos espolones apicales en la prototibia (Werner,
1958). Dentro del grupo de se reconocen dos linajes, uno formado por especies con las
mandibulas modificadas y alargadas (E. selanderorum, E. mimetica y E. labialis) y otro
grupo formado por especies con la mandibula con la morfologia habitual del género (E.
niveolineata, E. tripartita, E. nigritabilis, E. uniforma, E. alpina, E. bipuncata, E.
stigmata, E. melanochroa, E. tenuemarginata, E. leoni, E. triquetra), la especie E.
atricolor fue asignada al grupo uniforma después (Pinto, 1982). El grupo de E. uniforma
presenta problemas taxondmicos debido a la alta plasticidad fenotipica de sus especies
y a la dificultad de asignar las hembras a una especie concreta, pues los caracteres
diagnosticos se refieren a caracteres sexuales masculinos (Garcia-Paris et al., 2007;

Pinto, 1991).
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Material y métodos

Muestreo de especimenes

Se utilizaron 140 ejemplares asignados a E. stigmata y E. uniforma provenientes
de 48 localidades ubicadas en el area distribucion de estos dos taxones. Dichas
localidades abarcaron los siguientes estados de Aguascalientes, Coahuila, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
San Luis Potosi y Zacatecas en México y Arizona en los Estados Unidos de América.
20 de los individuos examinados se asignaron a E. uniforma y 94 a E. stigmata en
base en sus caracteristicas morfologicas. También se incluyeron 26 especimenes
pertenecientes a otras especies del género; 14 de E. bipunctata también del grupo de
E. uniforma, 2 de E. arizonica, 1 de E. alastor, 2 de E. lauta y 3 de E. flagellaria del
subgénero Macrobasis y del subgénero Epicauta, 2 de E. tricostata, y 2 de E. costata

(Figura 1)
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Figura 1. Lugares de recolecta de especies del género Epicauta

Todos los individuos fueron colocados en etanol al 96% y puestos en refrigeracion a
-20°C en criotubos etiquetados con especie, localidad, coordenadas y fecha de colecta.
Estos especimenes se encuentran depositados en la Coleccién Nacional de Insectos

(CNIN) del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Trabajo de laboratorio
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Se obtuvo tejido de cada espécimen extrayendo una porcién de musculo coxal. Para la
extracciéon de ADN gendmico la muestra de tejido se sumergié en una mezcla de 100ul
de buffer de lisis ATL y 25 pl de proteinasa K, se dejo digerir al menos ocho horas a
una temperatura de 55°C. Subsecuentemente, la extraccion de ADN gendmico de cada
muestra se obtuvo utilizando el kit de extraccion ‘Dneasy blood and tissue extraction’

(QIAGEN®; Austin, Texas) siguiendo el protocolo del fabricante.

Se obtuvieron secuencias de los marcadores mitocondriales Citocromo Oxidasa
| (624pb) y Citocromo b (288pb). Estos marcadores son utilizados ampliamente en
estudios filogenéticos y filogeogréaficos por resultar Gtiles para caracterizar variacion
genética interespecifica (Okassa et al., 2010) e intraespecifica (Romero y Ramirez,
2011). La amplificacion de los marcadores moleculares se llevo a cabo utilizando para
COl el par de primers LepFl 5-ATTCAACCAATCATAAAGATAT-3 y LepR1 5-
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAA-3’ (Hebert et al.,, 2004) y para Citocromo b los
primers CB3 5-GAGGAGCAACTGTAATTACTAA-3 y CB4 5-

AAAAGAAA(AG)TATCATTCAGGTTGAAT-3 (Barraclough et al., 1999).

Las reacciones de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de los marcadores mitocondriales se realizaron en 25 pl de volumen total utilizando
2.5ul de Buffer, 2.5ul de MgCly, 2.5 pl de dNTPs, 1ul de primer LepR1, 1pl de primer
LepF1, 0.12ul de Taq Polimerasa (Taq Platinum; Invitrogen®; Carlsbad, California), 5ul

de ADN gendmico y el resto de agua destilada.

Las condiciones para amplificar el marcador COI fueron las siguientes: 3 minutos

de desnaturalizacion inicial a 94°C, 5 ciclos de touchdown con 1 minuto de
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desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de anillamiento a 56°C y 1 minuto de extension a
72°C seguidos de 35 ciclos con 1 minuto de desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de
anillamiento a 56°C y 1 minuto de extension a 72°C y 10 minutos de extension final a
72°C; mientras que para el marcador Cytb las condiciones fueron 3 minutos de
desnaturalizacion inicial a 94°C, 35 ciclos con 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1
minuto de anillamiento a 48°C y 1 minuto de extensién a 72°C y 10 minutos de

extension final a 72°C. En cada reaccién de PCR se utiliz6 un control negativo.

Se comprobé la amplificacion de los marcadores por medio de electroforesis. Se
preparé un gel de agarosa al 1% en buffer Tris-borato-EDTA (TBE), utilizando como
pigmento revelador Bromuro de etidio o SYBR Green segun la disponibilidad del
reactivo. El gel fue visualizado en un transiluminador y se obtuvieron fotos con el
software de documentacion de geles UVP®. Los productos de PCR se colocaron en
placas de 96 muestras y fueron enviados al High-Throughput Genomics Center de la

Universidad de Washington (www.htseq.org) para su purificacion y secuenciacion.

Edicion y alineamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Sequencher 4.14
(Genecodes®, USA). Una vez editadas, el alineamiento de secuencias para cada
marcador se llevé a cabo utilizando el programa Clustal W (Larkin et al., 2007) a través
de Bioedit 7.1.3.0 (Hall, 1999), y subsecuentemente cada alineamiento se comprobo

visualmente. Se construyeron tres matrices, una para Citocromo Oxidasa | (COI), una
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Citocromo b (Cytb) y una mas con las secuencias concatenadas de ambos marcadores

(COI+Cyth).

Célculo de distancias genéticas

Se examinaron las distancias genéticas corregidas para cada marcador genético
utilizando el modelo de evolucién de dos pardmetros de Kimura (P2P) para calcular la
distancia genética entre E. stigmata y E. uniforma, entre éstas y E. bipunctata y
finalmente entre las especies del grupo uniforma y las demas especies del subgénero

Macrobasis y el subgénero Epicauta.

Andlisis filogenético

Se realiz6 un analisis filogenético con el objetivo de investigar si E. stigmata y E.
uniforma representan una sola especie. Para ello, se utilizé la matriz con ambos
marcadores (COI+Cyth), que incluyé 94 secuencias de E. stigmata y 20 de E. uniforma.
También se incluyeron 14 secuencias de E. bipunctata que pertenecen al grupo
uniforma y 12 secuencias de especies del subgénero Macrobasis (E. arizonica E.
alastor, E. lauta y E. flagellaria) y del subgénero Epicauta (E. tricostata, y E. costata).
Las seis especies antes mencionadas fueron utilizadas como grupos externos en el
analisis filogenético realizado. Se utiliz6 a uno de los ejemplares de E. costata para
enraizar el arbol obtenido. Una lista con los ejemplares examinados, su asignacion

especifica y localidad de recolecta se encuentra en el Anexo I.
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Se empled un modelo evolutivo distinto para cada marcador, seleccionandolo
con el programa jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). Para calcular el grado de ajuste de
los modelos de sustitucion se utilizaron los siguientes pardmetros: Tres tipos de
sustitucién, modelos con asumieran la misma frecuencia y diferente frecuencia de
bases (F+), modelos con proporcién de sitios variables e invariables (I+) y modelos que
asumen diferente tasa de variacion y los que no (G+). Después de calcular los valores
de verosimilitud para cada modelo se calcul6 la bondad de ajuste de los modelos a los
datos. Se utilizé el criterio de correccion de Akaike en ambos marcadores, pues el
cociente entre el tamafio de muestra (sitios) y el nimero de parametros K fue menor de

40 (Posada y Buckley, 2004).

Una vez determinados los modelos evolutivos para cada marcador, se realizo
una reconstruccion filogenética utilizando el método de inferencia Bayesiana. El analisis
se realizé con el software Mr. Bayes v3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), con la
matriz ‘particionada’ de acuerdo a los marcadores moleculares, asignando a cada
particion el modelo evolutivo de mayor ajuste (GTR+I+G para COl y HYK+I+G para
Cytb). Se corrieron dos cadenas de Markov de 15,000000 cada una, muestreando un
arbol cada 1000 generaciones, guardando las longitudes de ramas y descartando el
25% de los arboles obtenidos como burn-in. El 75% de los arboles restantes fueron
utilizados para construir un filograma con probabilidades posteriores para los clados,
considerando un clado como significativamente apoyado si tenia un valor igual o

superior a 0.95.
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Diversidad genética

Para medir la cantidad de variacion genética en datos moleculares, se han propuesto
los estimadores de diversidad haplotipica (h), definido como la probabilidad de que
dentro del conjunto de datos dos secuencias escogidas al azar sean diferentes; y la
diversidad nucleotidica (1), que se refiere al promedio de diferencias nucleotidicas por
sitio entre dos secuencias elegidas al azar (Nei, 1987). Los valores de h y 1 fueron
obtenidos con el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) y fueron calculados

para las matrices de cada marcador y la combinada.

Pruebas de neutralidad

Bajo el supuesto de que el ADN mitocondrial es selectivamente neutro se han
desarrollado pruebas estadisticas que permiten comparar si secuencias de poblaciones
de una misma especie 0 de especies diferentes con un ancestro comln cercanos se
ajustan al modelo de evolucion neutral (Ford, 2002; Depaulis et al., 2003). Si hay
desviaciones de dicho modelo éstas pueden ser interpretadas como evidencia de

procesos no azarosos de seleccion (Perfectti et al., 2009).

La prueba de Tajima (1989) compara el niamero de sitios polimorficos y la
diversidad nucleotidica. Si no hay variacion entre estos dos estimadores se infiere
evolucion neutral. Por otro lado, diferencias significativas indican algun tipo de

seleccion. Si el estadistico D de Tajima es significativamente negativo sugiere
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expansiéon poblacional o seleccion purificadora, mientras que un valor positivo denota

seleccién balanceada o un cuello de botella.

Fu (1997) propone un estadistico que calcula la probabilidad de encontrar en
una muestra al azar una cantidad de alelos similar o menor a la observada dada la
diversidad, bajo el supuesto de neutralidad. Un valor negativo de Fs es evidencia de un
namero excesivo de alelos, mientras que un valor positivo es evidencia de deficiencia

de alelos.

Las pruebas de neutralidad D de Tajima y Fs de Fu se llevaron a cabo para las
matrices de los marcadores COIl y Cytb por separado y la matriz concatenada usando
el software Arlequin3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), empleando para ello 1000

simulaciones.

Distribucién mismatch

El andlisis de la distribucion de diferencias pareadas a partir de la comparacién de
secuencias (distribucion mismatch) permite evaluar procesos de crecimiento o
decremento poblacional, dado que éstos dejan firmas caracteristicas en la distribucion
pareada de las diferencias nucleotidicas por sitio (Roger y Harpending, 1992). Al
graficar los valores de mismatch, las poblaciones que hayan experimentado una
reciente expansion demogréfica presentaran una distribucién unimodal, mientras que
las que estén en equilibrio demografico presentaran una curva multimodal. Los valores

de la distribucion mismatch para ambos marcadores y la matriz concatenada fueron
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calculados y graficados con el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010)
asumiendo el modelo de expansion poblacional. En el mismo programa se calcul6 el
indice raggedness (r) (Harperding, 1994) para evaluar la significancia estadistica de las
curvas de la distribucion mismatch y poner a prueba una hipotesis de expansion
poblacional. Si los valores son significativos, la poblacidon no se ajusta a un modelo de

expansion y se acepta la hipétesis de crecimiento constante.

Red de haplotipos

En una red, los haplotipos y las diferencias mutacionales entre los haplotipos se
representan como nodos y conexiones respectivamente. Para construir la red se utilizé
el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000) que emplea el algoritmo de parsimonia
estadistica (Templeton et al. 1992) que estima el numero maximo de diferencias
pareadas entre secuencias que pueden atribuirse a una serie de mutaciones Unicas en
cada sitio de la secuencia (Vazquez-Dominguez et al. 2009). La red de haplotipos se
construy6 con un intervalo de confianza de 95%. Se hicieron redes para COI, Cytb y
COI+Cyth. Las redes resultantes fueron guardadas en archivos .pict para después ser
editadas en CorelDrawX6 y sefalar en ella las la distribucion de las especies entre los

haplotipos y los estados en los que se distribuye cada haplotipo.

Modelado de Nicho Ecolégico
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Se realiz6 un analisis de modelado de nicho considerando las localidades de las
colectas de este estudio y las localidades reportadas en bibliografia (Figura 2). Se
obtuvieron las coordenadas geograficas de las colectas de la bibliografia utilizando el
programa GoogleEarth (Google, Inc). Algunos puntos de colecta reportados en la
bibliografia fueron descartados porque no se correspondian las localidades con los
estados de referencia (Anexo Il). Se hizo una Prueba de Similitud de Nicho, para
determinar si las especies son 0 no similares ecolégicamente y permite determinar si la
distribucion una especie no aporta ningun dato para predecir la distribucion de otra
(Warren, 2008; Martinez, 2010). La prueba utiliza datos aleatrorios para determinar si el
nicho de dos especies es similar a los esperado segun las diferencias del background
de cada especie, el background esta dado por los datos ambientales de fondo (Warren

y Turelli, 2009)

También se llevo a cabo un andlisis Linear Range Breaking, este tipo de prueba
sirve para indagar si los limites geograficos entre especies 0 poblaciones estan
asociados con variacion ambiental (Warren et al., 2010). En dos especies separadas
por un limite lineal, se prueba si dicho limite se corresponde significativamente con un
limite ambiental, para esto se genera una distribuciébn de valores esperados de
superposicion al azar, al comparar esta distribucién con los valores observados se
puede determinar si los limites son o no similares a los esperado por azar (Glor y

Warren, 2011).

Las pruebas utilizan los indices D e | de solapamiento de nicho, el indice D esta

basado en el indice de Schoener que cuantifica el solapamiento de nicho alimenticio y
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microhabitat; el indice | se basa en la comparacién de distribuciones de probabilidad.
Estos indices pueden tener valores de 0 a 1, siendo 1 solapamiento total y 0 ningun

solapamiento (Martinez, 2010).

Se generaron modelos de distribucion geogréfica de las especies E. stigmata y
E. uniforma utilizando Maxent. Este programa genera los modelos a partir de los sitios
de presencia y las variables climaticas a cada sitio de presencia estimando
distribuciones idoneas a las condiciones ambientales de las localidades de ocurrencia

(Phillips y Dudik, 2008).

Los andlisis de Prueba de similitud de Nicho y Linear Range Breaking se
llevaron a cabo con el programa ENMTools. (Warren et al., 2010) implementando 500
réplicas y utilizando capas bioclimaticas disponibles en WorldClim (Hijmans et al.,
2005). Se utilizaron las capas de aquellas variables climaticas que tienen efecto sobre
la distribucion de los coledpteros (Gallego, 2004). No se utilizaron todas las capas
disponibles para evitar sobreajuste de datos (Beaumont et al., 2005). Las capas
utiizadas fueron Biol=Temperatura media anual, Bio4=Temperatura estacional
(desviacion estandar*100), Bio5=Maxima temperatura del mes mas caliente, Bio5=
Minima temperatura del mes mas frio, Bio7=Rango de Temperatura anual,
Biol2=Precipitacion  anual, Biol3=Precipitacion del mes mas humedo,

Biol4=Precipitacion del mes mas seco y Biol5=Precipitacion estacional.
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Figura 2. Localidades de distribucion de E. stigmata (verde) y E. uniforma (amarillo).
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Resultados

Distancias genéticas

La divergencia genética entre los ejemplares asighados a E. stigmata y E. uniforma es
baja. En el caso del marcador Citocromo Oxidasa (Tabla 1), la variacion no fue mayor
al 1%. Para el marcador Citocromo b (Tabla 2) el promedio fue 2.1% de variacion
genética interespecifica. Los valores de variacion intraespecifica para ambas especies
fueron menores al 1.5%. La otra especie analizada del grupo uniforma, E. bipunctata,
presenta altos valores de divergencia respecto a E. stigmata y E. uniforma, siendo de
casi 20% para Cytb y 12.9% para COI. De las especies analizadas, las secuencias de
E. bipunctata presentan mayor variacion intraespecifica, siendo mayor en Cytb con
3.5% de variacion promedio. La variacion del grupo de E. uniforma es mayor con
respecto a las especies de los subgéneros Macrobasis y Epicauta. Para insectos se ha

propuesto un limite interespecifico de 3% de divergencia genética (Hebert et al., 2003).

Tabla 1. Promedio de las distancias corregidas k2p para el marcador COI, desviacion

estandar entre paréntesis.

. stigmata 0.2 (0.1)

. uniforma 0.4(0.2) | 0.3(0.3)

. bipunctata | 12.9 (0.3) | 12.9 (0.5) | 1.9 (3.3)
flagellaria | 12.9 (0.2) | 13.0 (0.2) | 14.8 (0.4) | 0.3 (0.1)
_arizonica | 15.3(0.1) | 15.3(0.3) | 16.3(0.1) | 11.1(0.1) | 0.6 (-)
. lauta 14.8(0.1) | 14.8 (0.4) | 14.8(0.7) [ 16.1(0.2) | 16.8(0.1) | 0.0(-)
. alastor 14.9 (0.1) | 14.9(0.2) | 15.9(0.2) | 13.4(0.1) | 13.7 (0.1) | 13.8 (0.0) -
_tricostata | 14.9 (0.2) | 15.0 (0.1) | 14.4 (0.1) | 13.2(0.1) | 15.1(0.2) | 14.5 (0.0) | 14.7 (0.0) | 0.0 (2

. costata 15.7(0.1) | 15.8(0.2) | 15.9 (0.2) | 16.0(0.1) | 16.5(0.1) | 16.5(0.1) | 12.9 (0.1) | 12.2(0.1) 0.1(-)
E. E. E. E. E. E.
stigmata | uniforma | bipunctata | flagellaria | arizonica | E.lauta | E. alastor | tricostata | E. costata
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Tabla 2. Promedio de las distancias distancias corregidas k2p para el marcador Cytb,

desviacién estandar entre paréntesis.

. stigmata 15(1.7)

. uniforma 2.1(0.6) | 0.7 (0.08)

. bipunctata | 19.8 (1.1) | 19.4(0.8) | 3.5(5.8)
.flagellaria | 22.0 (0.4) | 21.1(0.7) | 23.1(1.3) | 0.0(0)
.arizonica | 24.4(0.4) | 22.7 (0.8) | 24.3(0.4) | 18.0(0) 0.0 ()
. lauta 31.2(0.6) | 30.0 (0.6) | 27.5(0.5) | 21.5(0.3) | 21.3(0.2) | 0.3 ()
. alastor 25.5(0.3) | 21.1 (0.0) | 26.3(0.4) | 18.0(0) | 25.6(0.9) | 25.5 (0.3) =
.tricostata | 24.9 (0.7) | 2.32(0.4) | 23.4(1.1) | 22.1(0) | 19.3(0.2) | 25.5(0.4) | 20.7(0.2) | 0.3 ()

. costata 21.1(0.7) | 21.2(0.4) | 27.6(2.0) 19.9 (0) | 24.7(0.0) | 29.3(0.3) | 23.3(0.0) | 23.4(0.3) 0.0 (-)
E. E. E. E. E. E.
stigmata | uniforma | bipunctata | flagellaria | arizonica | E.lauta | E. alastor | tricostata | E. costata
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Reconstruccion filogenética

Se presenta el filograma obtenido con el método Bayesiano a partir de la matriz con las
secuencias concatenadas de los marcadores Citocromo Oxidasa | y Citocromo b
(Figura 3). En esta figura se presentan los valores de probabilidad posterior para cada
rama y se indica en color verde a los individuos asignados a E. stigmata y en amarillo
los individuos asignados a E. uniforma. En el &rbol obtenido se puede observar que E.
stigmata y E. uniforma no presentan monofilia reciproca, estando en cambio los

ejemplares asignados a estos dos taxones mezclados dentro de un solo clado.

Se observa que las especies E. stigmata, E. uniforma y E. bipunctata,
pertenecientes al grupo de E. uniforma, aparecen juntas en un clado con un valor de

probabilidad posterior significativo. Se observa que uno de los especimenes
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originalmente asignado a E. bipunctata presenta alta divergencia respecto a los demas
ejemplares asignados a esta especie, la divergencia observada sugiere una
diferenciacion posiblemente de nivel especifico, esta diferenciacién también cuenta con
un valor de probabilidad posterior significativo. Con valor de soporte no significativo
aparecen E. flagellaria y E. arizonica como grupo hermano de las especies de grupo
uniforma. Las especies del subgénero Macrobasis conforman un clado y en la base del

arbol se encuentran las especies E. costata y E. tricostata del subgénero Epicauta.
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Figura 3. Filograma obtenido mediante inferencia bayesiana utilizando secuencias de

COl y Cytb, indicando los valores de probabilidad posterior de las ramas.

Diversidad Genética

Se presentan los valores de diversidad genética para matriz COI+Cytb (Tabla 3) y para
las secuencias de cada marcador (Tabla 4). Los valores reportados son namero de
haplotipos (n), variacion haplotipica (h) y variacion nucleotidica (1), los dos ultimos con

los respectivos valores de desviacion estandar.

Tabla 3. Valores de diversidad genética de la matriz COI+Cytb

COl + Cytb
n h m
E. stigmata 29 0.8472 +/- 0.0241 0.00644 +/- 0.003438
E. uniforma 5 0.6263 +/- 0.1103 0.004109 +/- 0.002416

Tabla 4. Valores de diversidad genética de los marcadores COIl y Cytb

Citocromo Oxidasa | Citocromo b
n h m n h m
E. stigmata 18 0.8012 +/- 0.0262 0.00251 +/-0.00167 14 0.5276 +/-0.0573 0.014954 +/- 0.008274
E. uniforma 5 0.6263 +/- 0.1103 0.00302 +/-0.002023 3  0.4263 +/-0.1223 0.006414 +/-0.004288
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La matriz concatenada COI+Cytb y el marcador Citocromo Oxidasa | se obtienen
altos valores de diversidad haplotipica h (>0.5) y bajos valores diversidad nucleotidica
(<0.5), que segun Grant y Bowen (1998) son evidencia de expansion poblacional
después de un cuello de botella. Para el Citocromo b, hay evidencia de ese mismo
escenario solo para E. stigmata ya que en E. uniforma los valores de diversidad
haplotipica y diversidad nucleotidica son bajos, evidencia de un reciente cuello de

botella o evento fundador.

indices D de Tajimay Fs de Fu

En las tablas 5, 6 y 7 se muestran los valores obtenidos para las pruebas de
neutralidad D de Tajima (1989) y Fs (1997) de Fu para la matriz que incluye a
COI+Cyth, asi como los resultados para COl y Cytb de manera independiente. Se
sefiala el valor del estadistico correspondiente y la significancia del mismo. Si las
pruebas resultan no significativas, no se puede rechazar la hipotesis de evolucién
segun el modelo neutral, si es significativa es indicio se rechaza dicha hipotesis y
dependiendo del valor de D o Fs se plantean escenarios de seleccién o variaciones en
el tamafio poblacional. Para ambos marcadores y especies la prueba de Tajima fue
negativa, pero solo significativa en para E. stigmata usando el marcador COIl. Los
valores de Fs tuvieron valores negativos y significancia estadistica para E. stigmata

utilizando las matrices de COI y la concatenada.
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Tabla 5. Valores de las pruebas de neutralidad para calculadas con la matriz de COI +

Cytb; S significativo, NS No significativo.

COI+Cytb D de Tajima Fs de Fu

Poblaciones D Significancia Fs Significancia

E. stigmata  -0.8427 NS P>0.05 -7.2966 S P<0.05
E. uniforma -0.6285 NS P>0.05 2.7293 NS P>0.05

Tabla 6. Valores de las pruebas de neutralidad para el marcador COI; S significativo,

NS No significativo.

Col D de Tajima Fs de Fu

Poblaciones D Significancia Fs Significancia

E. stigmata -1.5748 S P<0.05 -10.6917 S P<0.05
E. uniforma -0.8633 NS P>0.05 0.5475 NS P>0.05

Tabla 7- Valores de las pruebas de neutralidad para el marcador Cytb; S significativo,

NS No significativo.

Cytb D de Tajima Fs de Fu

Poblaciones D Significancia Fs Significancia

E. stigmata -0.1254 NS P>0.05 0.19503 NS P>0.05
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E. uniforma -0.2095 NS P>0.05 2.94202 NS P>0.05

Curvas de distribucién mismatch

Utilizando ambos marcadores, los valores de la distribuciéon mismatch resultan en una

curva multimodal (Figura 4).

1200
1000

800 -

Frecuencia

500 - s hservadas

m—Cimuladas
400 -

200

12 3 456 7 8 91011121314151617 18
Diferencias pareadas

r=0.0323 No significativo P>0.05

Figura 4. Distribucién mismatch multimodal para la matriz COI+Cytb.

Al graficar los valores de la distribuciébn mismatch calculados para un modelo de

poblacion en expansion y los valores calculados para el marcador mitocondrial
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Citocromo Oxidasa | (Figura 5), se observa una curva que casi idéntica a los valores
esperados. La curva de los valores de diferencias entre pares de secuencias del COI
define una curva unimodal, que es congruente con un modelo de expansion

(Harpending, 1994).
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Figura 5. Distribucién mismatch unimodal para el marcador COI.

Para el marcador molecular Citocromo b, la curva obtenida por los valores de la

distribucion mismatch resulta en una curva multimodal (Figura 6). Las curvas
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multimodales son evidencia de poblaciones que se encuentran en

demografico.
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Figura 6. Distribucion mismatch multimodal para el marcador Cytb.
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equilibrio

El indice raggedness fue mayor en la matriz Cytb y para esta misma matriz hubo

significancia estadistica, para los datos de COIl y Cytb+COI no hubo significancia

estadistica. Los valores no significativos de r permiten aceptar la hipotesis de

expansion demografica.

Redes de haplotipos
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Las redes de haplotipos para ambos marcadores fueron editadas de la siguiente
manera: a) una en la que se hiciera evidente cuantos individuos de E. stigmata y E.
uniforma pertenecen a cada haplotipo, y b) otra de forma que se pudiera observar la

distribucion geografica de los haplotipos.

La red de haplotipos construida con las secuencias de ambos marcadores
presenta una forma parecida a una estrella. Un haplotipo central muy frecuente y de
amplia distribucién del cual se han derivado haplotipos menos frecuentes y de menor
distribucion (Figura 7). No se observa un patron particular de distribucidén geogréfica de
los haplotipos. Al sefalar las especies pertenecientes a cada haplotipo (Figura 8)
tampoco se observa un patron particular, E. uniforma se encuentra inmerso en la red,

incluso E. uniforma y E. stigmata comparten un haplotipo.
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Figura 7. Red de haplotipos de las secuencias de COI+Cytb en donde se sefiala el
estado en que fueron colectados los individuos (Ags, Aguascalientes; AZ, Arizona,;
Coah, Coahuila; Gto, Guanajuato; Hgo, Hidalgo; Jal, Jalisco; Mex, Estado de México;
Mor, Morelos; Mich, Michoacan; Oax, Oaxaca; Pue, Puebla; Qro, Querétaro; SLP; San

Luis Potosi; Zac, Zacatecas) .
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' E. uniforma

® E. stigmata

Figura 8. Red de haplotipos de las secuencias de COI+Cytb en donde se sefala en

colores los individuos pertenecientes a E. stigmata y E. uniforma.
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La red de haplotipos del marcador molecular COIl tiene mas definida la
estructura tipo estrella, con un haplotipo central muy frecuente, del cual se derivan
haplotipos menos frecuentes separados por pocos pasos mutacionales. Observando
la distribucion geogréfica de los haplotipos, se registra que hay un haplotipo central de
mayor frecuencia y ampliamente distribuido. Por otro lado, no hay un patrén evidente
de distribucion geogréfica de los haplotipos aunque llama la atencién un haplotipo
separado por tres nodos que corresponde al estado de Arizona (Figura 9). En cuanto a
la distribucién de los haplotipos entre E. stigmata y E. uniforma se observa el mismo
patron de estrella, hay un haplotipo compartido por individuos de E. stigmata y E.
uniforma y se observa un haplotipo que esta separado de la red por tres nodos, a este
haplotipo pertenecen especimenes asignados a E. uniforma distribuidos en Arizona,

(Figura 10).
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Figura 9. Red de haplotipos de las secuencias de COI en donde se sefiala el estado en

gue fueron colectados los individuos.
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E. uniforma

® E. stigmata -

Figura 10. Red de haplotipos de las secuencias de COI en donde se sefala en colores

los individuos pertenecientes a E. stigmata y E. uniforma.

En la red de haplotipos construida a partir del marcador molecular Citocromo b
existe un haplotipo muy frecuente y de amplia distribucion geogréfica del cual derivan

haplotipos menos frecuentes, y se observa que existen mas haplotipos faltantes o
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pasos que en el caso de la red de haplotipos del marcador molecular COIl. Tampoco se
puede inferir un patron evidente de distribucién geografica de los haplotipos (Figura 11)

o de los individuos de E. uniforma y E. stigmata (Figura 12).
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Figura 11. Red de haplotipos de las secuencias de Cytb en donde se sefiala el estado

en que fueron colectados los individuos.
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Figura 12. Red de haplotipos de las secuencias de Cytb en donde se sefiala en colores

\\.

los individuos pertenecientes a E. stigmata y E. uniforma.
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Pruebas de modelado de nicho

Resultados de la prueba de divergencia o conservadurismo de nicho: los valores de
similitud de nicho de los indices D (0.9138) e | (0.9494), sefialados con las flechas rojas
se comparan con distribuciones nulas (Figura 15) calculadas a partir de comparar

reciprocamente los nichos de E. stigmata (Figura 13) y E. uniforma (Figura 14).

Figura 13. Modelo de nicho de E. stigmata. Los colores calidos representan areas con
alta idoneidad de nicho. Los cuadros blancos son las localidades de presencia, los

cuadros morados puntos de prueba.
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Figura 14. Modelo de nicho de E. uniforma. Los colores calidos representan areas con
alta idoneidad de nicho. Los cuadros blancos son las localidades de presencia, los

cuadros morados puntos de prueba.

Los valores de similitud de nicho son mayores que las distribuciones nulas lo que
refiere a conservadurismo de nicho, es decir que los nichos son mas similares entre si

que lo esperado por azar, esto es comun en linajes de divergencia reciente. La prueba
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resulta no significativa, por lo que se rechaza la hipétesis de que la distribucién de E.

uniforma no aporta ningun dato para predecir la distribucion de E. stigmata y

viceversa.
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Figura 15. Histogramas de valores de distribucién nula de la prueba de similitud de

nicho y con flecha roja sefalados los valores observados de los indices D e |I.

En la prueba de Linear Range Breaking para E. stigmata y E. uniforma se
calcularon mediante pseudoreplicas valores de distribucion nula, estos valores de

distribucion nula se esperan para aquellos casos en los que los limites de distribucion
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de dos especies asociados al ambiente no son mas diferentes entre si que lo esperado
por azar. Los valores de los indices D (0.153472) e | (0.350106) quedan dentro de los
valores de distribuciones nulas calculadas para ambos indicies a partir de (Figura 16),
es decir los limites de las distribuciones de E. stigmata y E. uniforma, en relacion a las
variables ambientales, no son mas diferentes a lo que se esperaria por azar. Este

resultado esta apoyado por un valor de significancia P<0.01.
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Figura 16. Histogramas de los valores de distribucion nula de la prueba de linear range

breaking y sefialados con flecha roja valores observados los indices D e I.
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Discusién

Estatus taxonomico de E. stigmata y E. uniforma

Hasta hace relativamente poco tiempo, la clasificacion de los organismos y el estudio
de las relaciones y diversificacién de estos se basaba principalmente los caracteres
morfolégicos. No obstante, se ha encontrado que la plasticidad de los caracteres
morfolégicos puede plantear problemas en los estudios de sisteméatica (Dzwillo, 1984;

Schmelz, 1996).

Con el desarrollo de la biologia molecular se ha logrado incorporar otro tipo de
datos que complementan los estudios en sistematica. Este tipo de datos ha permitido
poner a prueba las hipotesis de relaciones especificas derivadas de caracteres
morfolégicos (Wiens y Penkrot, 2002). En insectos, por ejemplo, la asignacion
especifica de moscas del género Culicuides, usando caracteres morfolégicos, es
congruente con lo obtenido en estudios con informacién de marcadores moleculares
(Nielsen y Kristensen, 2011). Por otro lado se han encontrado especies cripticas no
reveladas por los datos morfolégicos, como el caso de la mariposa Astraptes fulgerator

gue resulto ser un complejo de diez especies (Hebert et al., 2004).

En el arbol de inferencia bayesiana se observé que las especies nominales E.
uniforma y E. stigmata no presentan una monofilia reciproca, ya que los ejemplares
examinados se encuentran mezclados dentro de un clado. Esto en combinacion con la
baja divergencia genética observada dentro del clado, confirma que todas las

poblaciones examinadas de ambos taxones en realidad representan una sola especie,
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E. stigmata, de la cual la especie nominal E. uniforma syn. nov. es sin6nimo y

representa una variante geogréfica (Werner, 1958).

Las relaciones reconstruidas en el andlisis filogenético con las especies
disponibles del grupo de Epicauta uniforma indican que este es monofilético. No
obstante, hace falta incluir en un estudio filogenético posterior a las restantes especies

del grupo con el fin de confirmar la monofilia de este grupo.

En la reconstruccion filogenética los 14 ejemplares incluidos de E. bipunctata,
especie perteneciente al grupo de E. uniforma, se recuperan en un mismo clado, pero
uno de los especimenes proveniente de Puebla aparece en la base de este clado
alejado del resto de los ejemplares de E. bipunctata por una longitud de rama
considerablemente larga. Dicho ejemplar es una hembra que originalmente se asigno a
E. bipunctata ya que se encontré en la misma localidad que varios machos de esta
Ultima especie. La reconstruccion filogenética obtenida y la considerable divergencia
genética de los dos genes examinados (COI 10.2%; Cytb 18.0%) indican que existen
dos especies en dicha localidad, E. bipunctata y otra especie no identificada
representada por la hembra antes mencionada. Recolectas posteriores de machos
permitiran identificar a esta Gltima especie o confirmar si representa una especie no

descrita.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los dos fragmentos genéticos
secuenciados muestran informacion filogenética util para poder distinguir a las especies
del género Epicauta. Los valores de divergencia genética intraespecificos no fueron

mayores a 2%, mientras que entre especies la divergencia resultdé amplia, de mas del
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10% para COIl y mas de 18% para Cytb. Estos valores de divergencia reflejan que los
marcadores usados pueden utilizarse para asignar especies a los especimenes
hembra, de las cuales no hay claves taxonémicas y se asignan por asociacion con los
machos. El uso de marcadores moleculares para asignar especie en grupos donde los
caracteres diagndsticos estan en uno solo de los sexos ya se ha probado con éxito en
otros 6érdenes de insectos, incluyendo avispas (Xiao et al., 2010) y hormigas (Bond et

al., 2012).

Historia demografica

Grant y Bowen (1998) propusieron que la combinacion de los valores de la diversidad
haplotipica y nucleotidica da cuenta de la historia demogréfica de las poblaciones.
Estos autores propusieron cuatro interpretaciones para los valores de h y m: valores
pequefios de h y m (<0.5 y <0.5% respectivamente) representan un poblacion que
recién paso por un cuello de botella o evento fundador para uno o varios linajes de
ADN mitocondrial. Valores altos de h y pequefios de 1 son atribuibles a un cuello de
botella seguido de una expansion rapida con acumulacién de mutaciones. Valores
bajos de h y altos de 1 caracterizan a poblaciones con algunos haplotipos altamente
diversos, esto es caracteristico de poblaciones subdivididas geograficamente. Por otra
parte, si los valores de h y m son grandes (20.5), éstos pertenecen a grandes
poblaciones estables con una larga historia evolutiva o poblaciones con contacto

secundario después de haber pasado por procesos de diferenciacion alopatrica.
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De acuerdo con la interpretacion sugerida por Grant y Bowen (1998), los valores
de diversidad haplotipica y de diversidad nucleotidica sugieren que las todas las
poblaciones de E. stigmata han pasado por un proceso de expansion poblacional o
seleccidn purificadora, escenario que se recupera para al analizar la matrices de ambos
marcadores y la del marcador COIl. En el caso del marcador molecular Cytb, para las
poblaciones de la especie nominal E. stigmata hay evidencia de una rapida expansion
poblacional, mientras con este marcador las poblaciones de la especie nominal E.
uniforma tuvieron valores de diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica bajos, que
se ajustan a un escenario de cuello de botella reciente o efecto fundador para uno o

algunos linajes.

Si bien se trata de valores descriptivos, los valores de diversidad haplotipica y
diversidad nucleotidica han servido para delinear la historia demografica de las
poblaciones. Se ha encontrado de manera consistente que valores altos de diversidad
haplotipica estan relacionados con expansién poblacional. Esto se ha probado para
diferentes grupos de animales, incluyendo peces (Liu et al., 2006; Lin el al., 2008),
mamiferos (Chen et al., 2006) reptiles (Thacker, 2004) e insectos (Sezonlin et al.,
2006). Por otro lado, la interpretacién de h y 1 también se ha usado para determinar
historias demograficas de poblaciones estables durante mucho tiempo (Garber et al.,

2005; Chiang et al., 2006).

A partir de los indicadores de diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica,
(1) se puede sugerir que las poblaciones de E. stigmata han experimentado un cuello

de botella y que parte de ellos han pasado por un periodo de expansién poblacional.
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La prueba de neutralidad de Tajima resultd negativa para las poblaciones de las
especies nominales de E. uniforma y E. stigmata, pero solo fue significativa para esta
ultima con el marcador molecular COIl. Una prueba particularmente sensible para
eventos de expansion poblacional es la de Fs de Fu, que resultd negativa y
estadisticamente significativa para las poblaciones asignadas a la especie nominal E.
stigmata utilizando COI y COI+Cytb. En los demas casos, los valores de Fs fueron
positivos pero no significativos por lo que no se puede rechazar la hipétesis de
evolucion neutra. Los resultados de las prueba de Tajima y Fu sugieren que en la
poblaciénes de la especie nominal E. stigmata hay un exceso de haplotipos con
respecto a los que se esperaria hubiera bajo seleccién neutral, por lo que hay evidencia

de expansion poblacional.

En diversos estudios se han obtenido curvas unimodales para distribucion
mismatch que corresponden a eventos de reciente expansion poblacional (Walton, et
al., 2000; Debes et al., 2008). Para nuestros datos hay evidencia de un evento de
expansion poblacional para las secuencias de COI, mientras que para Cytb se obtiene
una curva multimodal, propia de poblaciones en equilibrio (Ray et al., 2003). De
acuerdo con lo descrito por Harpending, (1994) y Ramos-Onsins y Rozas (2002) los
valores del indice raggedness resultan mayores en las distribuciones mismatch con
curvas multimodales y menores en la curvas unimodales. Si el indice raggedness, bajo
un modelo de expansién poblacional, es no significativo se acepta la hipotesis de

expansion poblacional, como sucede en los datos de COIl y Cytb+COl.
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Los datos derivados de diversidad haplotipica y nucleotidica, pruebas de
neutralidad, junto con la distribucion mismatch e indice raggedness no significativo para
COlI dan evidencia de un escenario de expansion poblacional en las poblaciones de la
especie nominal E. stigmata, escenario que también es inferido por la prueba Fs y los
valores de h y m utilizando ambos marcadores COI+Cytb. Los datos de h y 1 para el
marcador Cytb sugieren un escenario de expansion para para las poblaciones de la
especie nominal E. stigmata y de cuello de botella o efecto fundador para las
poblaciones de la especie nominal E. uniforma, las pruebas estadisticas de Tajima y Fu
no rechazan la hipétesis de evolucion neutral y la curva multimodal de la distribucion
mismatch sugiere una poblacion en equilibrio. La significancia estadistica para del

indice raggedness para Cytb permite rechazar la hipotesis de expansion poblacional.

Redes de haplotipos

Las redes de haplotipos obtenidas a partir de los marcadores moleculares
concatenados y por separado asemejan una red tipo estrella. Se ha observado que
este tipo de estructura de la red de haplotipos esta relacionada con poblaciones que
han pasado por un proceso de expansion poblacional (Mirol, 2008; Plouviez et al.,

2009).

Los haplotipos faltantes se representan como pequefios circulos y pueden dar
cuenta de haplotipos que se han extinguido y también de haplotipos faltantes por un

tamafio pequefio de muestra 0 muestreo sesgado geograficamente (Vazquez-
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Dominguez, et al. 2009). Por ejemplo en la red de haplotipos obtenida con el marcador
molecular COI se observa un haplotipo separado por tres nodos del haplotipo central,
se trata de un haplotipo de una poblacion de Arizona, esos pasos podrian representar
haplotipos intermedios que no aparecen por falta de muestreo al no haber colectas de

en regiones de Sonora, Chihuahua y Coahuila.

En la red de haplotipos construida con las secuencias de Cytb encontramos una
estructura tipo estrella, aunque menos definida que con COI, ademas se observa un
mayor de pasos o haplotipos faltantes entre el haplotipo central y los derivados. Como
se ha mencionado puede deberse a la extincion de dichos haplotipos, a un tamafio de
muestra pequefio 0 un muestreo sesgado geograficamente. Las secuencias de esta red
de haplotipos son de las mismas localidades e individuos que la red de haplotipos de
COl, por lo que es posible que se refleje el sesgo geogréfico entre las secuencias de
Arizona y el resto de las secuencias. Por otro lado, el aumento del nimero de
haplotipos faltantes se puede explicar por una mayor variacién de Cytb (Tobe et al.,
2010), de forma que la muestra no es lo suficientemente grande para observar la
diversidad total de haplotipos, situaciéon que también se observa en la red con la matriz

concatenada.

En las redes de haplotipos no se puede observar ningun patrén evidente
diferente al tipo estrella de distribucion geografica de los haplotipos. Tampoco se
observa un patron entre los haplotipos y la asignacién a las especies nominales E.
stigmata y E. uniforma. Es de esperarse que si estos dos taxones hubieran pasado por

un proceso de especiacion encontrariamos un patron coherente entre la distribucién de
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la variacion genética y la distribucion geogréfica de los especimenes asignados a las
especies nominales E. stigmata y E. uniforma. Por lo tanto, las redes de haplotipos
reconstruidas también confirman la coespecificidad entre los taxones arriba

mencionados.

La diferencia entre las historias demogréaficas inferidas entre diferentes
marcadores moleculares se deben a que los marcadores pueden presentar patrones
discordantes de evolucién (Wiens et al., 2010; Beltran et al., 2002), los cuales pueden
deberse a tasas de mutacion variables entre loci, asociacion con un caracter adaptativo
0 por eventos estocasticos (Nosil et al., 2009). Se debe tener en cuenta que los datos
tienen cierto sesgo geografico en el muestreo de individuos asignados a E. uniforma,
ya que son menos que los individuos colectados de la especie nominal E. stigmata.
Este sesgo pudiera haber afectado los valores de diversidad haplotipica y genética, por
lo que la interpretacion de dichos valores deberan estar sujetos a confirmacion. Incluso
la baja diversidad haplotipica encontrada en los ejemplares de E. uniforma con Cytb
puede ser atribuible al sesgo geogréafico que en combinacidon con la mayor tasa de

sustitucién del marcador subestimaria la diversidad genética.

En las poblaciones de E. stigmata hay coherencia entre la variacion fenotipica y
su distribucién geogréfica disyunta. Las poblaciones asignadas a E. uniforma por la
coloracién del café cenizo de la pilosidad de los élitros se distribuyen invariablemente
en los estados mexicanos de Zacatecas, Cohahuila, Sonora, Chihuahua, Sonora,
Durango y San Luis Potosi hacia el sur de los Estados Unidos de América, a los

estados de Arizona, Colorado y Texas. Por otro lado, las poblaciones con la pilosidad
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de los élitros color blanquinegro, gris o dorado, asignados a la especie nominal E.
stigmata se distribuyen en los estados del centro de Meéxico: Aguascalientes,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Querétaro y parte de San Luis Potosi y Zacatecas. Teniendo en cuenta esta paridad
entre variacion morfoldgica, asignacion especifica y distribucion geogréafica, podemos
retomar los resultados de las redes de haplotipos y afirmar que la variacion morfolégica
de E. stigmata no esta asociada a la distribucion de la variacion genética en las

poblaciones.

Similitud de nicho y limite de distribucién

Los analisis de modelado de nicho mostraron que los nichos que ocupan las
poblaciones asignadas de las especies nominales E. stigmata y E. uniforma son mas
similares entre si que los esperado por azar, tal como se espera de grupos de muy
reciente divergencia (Peterson et al., 1999), o en este caso, un mismo taxén. Por otro
lado, en la prueba de Linear Range Breaking se encontré que la distribucion disyunta
de los taxones no esta asociada a las variables ambientales en mayor o menor medida

gue lo esperado por azar.

En otros organismos se ha logrado explicar la distribucion geogréfica utilizando
variables climéaticas (Beaumont et al., 2005; McKenney et al., 2007). Es este caso los
datos nos indican que las variables climaticas parecen no influir en la distribucion de E.

stigmata. Esto deja una pregunta interesante, pues E. stigmata es una unidad evolutiva
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gue muestra plasticidad fenotipica que se corresponde con la distribucién geografica,
pero no con la distribucion geogréafica de su variacion genética. Quiza la variacion
morfolégica pueda estar influida por otros factores que convendria analizar. En
tetrigidos (Orthoptera) se ha reportado que el color del substrato puede influir en la
coloracion del cuerpo (Hochkirch et al, 2008). También en el cangrejo Carcinus maenas
se ha encontrado una relacién entre el sustrato algal y la coloracion (Todd et al., 2006).
Para estas especies se podria caracterizar las especies con las que se asocia, ya sea
especies vegetales de las que se alimentan en la etapa adulto o las especies de
insectos que parasitan en la etapa larvaria, una vez determinadas estas reacciones
averiguar si las especies asociadas tienen una distribucién geogréfica particular que
puede asociarse a la distribucion de las especies nominales de E. stigmata y E.

uniforma.

A pesar del sesgo de muestreo en la parte norte del territorio mexicano, se
puede afirmar a partir la evidencia filogenética, los analisis de historia demografica y de
modelaje de nicho que los dos taxones examinados pertenecen a una sola unidad
evolutiva que recientemente ha experimentado recientemente expansion poblacional
dentro de su area de distribucién. Ya se ha propuesto un modelo similar en escarabajos
de la especie Dendroctonus mexicanus, el cual se distribuye en la sierras madre
Oriental y Occidental y el cinturon volcanico transmexicano (Anducho-Reyes et al.,
2008). En esta especie se infiri6 una rdpida expansién poblacional en el area de

distribucion de la especie (Anducho-Reyes et al., 2008).
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Conclusiones

-Se encontr6 que las especies nominales E. stigmata y E. uniforma no son
reciprocamente monofiléticas y muestran bajos niveles de variacion genética. Por lo
tanto, se propone que la especie nominal E. uniforma es un sindbnimo de E. stigmata,

de la cual se conserva el nombre por haber sido descrita primero.

-Se determind que los marcadores moleculares usados son Uutiles para asignar
hembras en especies de la familia Meloidae pues muestran alta variacion genética

entre especies.

- Hay evidencia que sugiere gque las poblaciones de E. stigmata han pasado por una

expansion poblacional reciente.

-Los resultados obtenidos no mostraron una estructura filogeografica en las
poblaciones examinadas de E. stigmata. Ademas, no hay correspondencia entre la
variacion fenotipica y la distribucion de la variacibn genética en las poblaciones

examinadas.

-De acuerdo con los analisis de nicho ecoldgico, la distribucion geografica de E.
uniforma y E. stigmata son mas similares entre si que lo esperado por azar. La
distribucion disyunta de las poblaciones de E. stigmata tampoco se explica por la

variaciéon ambiental.

-Mas muestreos en los estados de Sonora, Coahuila y Chihuahua podrian aportar

datos para investigar con mas precision la historia evolutiva de la especie estudiada.
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Anexo |: Especimenes colectados

Caodigo

Especie

Localidad y coordenadas

Fecha de colecta

melx09012-01

melx09012-03

melx09014-01

melx09015-01

melx09015-02

melx09016-01

melx09016-02

melx09016-03

melx09049-01

melx09049-02

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: Michoacan: 5 km S Contepec,
2296 m Coor:19°55'01.06"N-
100°10'46.42"0

México: Michoacan: 5 km S Contepec,
2296 m Coor:19°55'01.06"N-
100°10'46.42"0

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0O

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0

México: Michoacan: Joya de la Huerta,
2099 m Coor:19°36'50.0"N-
101°18'19.7"0O

México: PUEBLA: San Lorenzo
Ometepec - Santo Tomas Hueyotlipan,
2042 m Coor:18°54'39.3"N-
97°50'15.1"0

México: PUEBLA: San Lorenzo
Ometepec - Santo Tomas Hueyotlipan,
2042 m Coor:18°54'39.3"N-
97°50'15.1"0
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27-VI11-2009
27-VI111-2009
28-VI11-2009
28-VI11-2009
28-VI11-2009
28-VI11-2009
28-VI11-2009
28-VI11-2009
2-X-2009

2-X-2009



melx09049-03

melx09050-03

melx09051-01

melx09052-02

melx09052-03

melx10011-01

melx10011-02

melx10011-03

melx10012-01

melx10012-02

melx10012-03

melx10013-01

melx10015-01

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: PUEBLA: San Lorenzo
Ometepec - Santo Tomas Hueyotlipan,
2042 m Coor:18°54'39.3"N-
97°50'15.1"0

México: HIDALGO: El Dextho, 1734 m
Coor:20°29'19.8"N-99°16'22.8"0O

México: HIDALGO: Rancho San Isidro,
al S de Zimapan, 1871 m
Coor:20°41'08.6"N-99°20'03.2"0

México: QUERETARO: 1 km al E de
Bellavista del Rio, 1964 m
Coor:20°40'55.9"N-99°3324.0"O

México: QUERETARO: 1 km al E de
Bellavista del Rio, 1964 m
Coo0r:20°40'55.9"N-99°33'24.0"0

México: JALISCO: 3 km al E de San
Miguel del Alto, 1923 m
Coor:21.01548°N-102.32733°

México: JALISCO: 3 km al E de San
Miguel del Alto, 1923 m
Coor:21.01548°N-102.32733°

México: JALISCO: 3 km al E de San
Miguel del Alto, 1923 m
Coor:21.01548°N-102.32733°

México: JALISCO: San José de los
Reynoso, 1887 m Coor:21.06138°N-
102.29609°0

México: JALISCO: San José de los
Reynoso, 1887 m Coor:21.06138°N-
102.29609°0

México: JALISCO: San José de los
Reynoso, 1887 m Coor:21.06138°N-
102.29609°0

México: JALISCO: San José de los
Reynoso, 1887 m Coor:21.06138°N-
102.29609°0

México: JALISCO: 5 km al N de San

José de los Reynoso, 1894 m
Coor:21.15077°N-102.27410°0
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2-X-2009
9-X-2009
9-X-2009
10-X-2009
10-X-2009
13-VIII-2010
13-VI111-2010
13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VI111-2010
13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VIII-2010



melx10015-02

melx10015-03

melx10018-01

melx10018-02

melx10018-03

melx10019-01

melx10019-02

melx10019-03

melx10020-01

melx10021-01

melx10021-02

melx10022-01

melx10022-02

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: JALISCO: 5 km al N de San
José de los Reynoso, 1894 m
Coor:21.15077°N-102.27410°0

México: JALISCO: 5 km al N de San
José de los Reynoso, 1894 m
Coor:21.15077°N-102.27410°0

México: JALISCO: 10 km al N de San
José de los Reynoso, 1779 m
Coor:21.18412°N-102.26488°0

México: JALISCO: 10 km al N de San
José de los Reynoso, 1779 m
Coor:21.18412°N-102.26488°0

México: JALISCO: 10 km al N de San
José de los Reynoso, 1779 m
Coor:21.18412°N-102.26488°0

México: JALISCO: 8 km al N de
Tlacuitapa, 1964 m Coor:21.29948°N-
102.11966°0

México: JALISCO: 8 km al N de
Tlacuitapa, 1964 m Coor:21.29948°N-
102.11966°0

México: JALISCO: 8 km al N de
Tlacuitapa, 1964 m Coor:21.29948°N-
102.11966°0

México: JALISCO: 4 km al N de
Tlacuitapa, 1946 m Coor:21.26477°N-
102.11186°0

México: JALISCO: 2 km al O de
Tlacuitapa, 1841 m Coor:21.18822°N-
102.10469°0

México: JALISCO: 2 km al O de
Tlacuitapa, 1841 m Coor:21.18822°N-
102.10469°0

México: JALISCO: 3 km al N de La
Unién de San Antonio, 1917 m
Coor:21.17266°N-102.02304°0

México: JALISCO: 3 km al N de La

Unién de San Antonio, 1917 m
Coor:21.17266°N-102.02304°0
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13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VIII-2010
13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VIII-2010
13-VI111-2010
13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VI111-2010
13-VI111-2010
13-VIII-2010
13-VIII-2010



melx10022-03

melx10034-01

melx10036-01

melx10036-02

melx10037-01

melx10037-02

melx10037-03

melx10038-01

melx10038-02

melx10039-01

melx10039-02

melx10040-01

melx10040-02

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: JALISCO: 3 km al N de La
Unién de San Antonio, 1917 m
Coor:21.17266°N-102.02304°0

México: México: 1 km al NO de Santa
Maria Ajoloapan, 2422 m
Co0r:19°59'02.96"N-99°04'03.25"0

México: GUANAJUATO: 3 km al O de
Acambaro Coor:20°00'17"N-
100°46'12"0O

México: GUANAJUATO: 3 km al O de
Acambaro Coor:20°00'17"N-
100°46'12"0O

México: GUANAJUATO: 3 km al O de
Acambaro Coor:20°00'17"N-
100°46'12"0

México: GUANAJUATO: 3 km al O de
Acambaro Coor:20°00'17"N-
100°46'12"0

México: GUANAJUATO: 3 km al O de
Acambaro Coor:20°00'17"N-
100°46'12"0O

México: GUANAJUATO: 4 km al NE de
Iramuco Coor:19°57'30"N-100°52'20"0

México: GUANAJUATO: 4 km al NE de
Iramuco Coor:19°57'30"N-100°52'20"0

México: MICHOACAN: Chupicuaro,
1850 m Coor:19°59.868'N-
101°09.422"0

México: MICHOACAN: Chupicuaro,
1850 m Coor:19°59.868'N-
101°09.422"0

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al S de

Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O
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13-VIII-2010

25-VI11-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

1-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010



melx10040-03

melx10041-01

melx10041-03

melx10042-01

melx10042-02

melx10042-03

melx10044-01

melx10049-01

melx10050-01

melx10050-02

melx10055-01

melx10065-01

melx10065-03

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0

México: MICHOACAN: 2 km al S de
Churintzio, 1845 m Coor:20°08'09"N-
102°04'16"0O

México: MICHOACAN: 2 km al N de
Venustiano Carranza, 1538 m
Coor:20°09'08"N-102°37'21.5"0

México: GUANAJUATO: Cerritos, 16 km
al SE de San Miguel de Allende, 2045 m
Coor:20°53'30"N-100°39'35.4"0

México: GUANAJUATO: Cerritos, 16 km
al SE de San Miguel de Allende, 2045 m
Coor:20°53'30"N-100°39'35.4"0

México: GUANAJUATO: Cerritos, 16 km
al SE de San Miguel de Allende, 2045 m
Coor:20°53'30"N-100°39'35.4"0

México: OAXACA: Villa de Mitla, junto a
la zona arqueoldgica, 1741m
Coor:16°55'51.47N-96°21'25.78"0

México: GUANAJUATO: San Jerénimo,
3 km al O de San José lturbide, 2093 m
Coo0r:21°00'37.25"N-100°26'38.66"0O

México: GUANAJUATO: San Jerénimo,

3 km al O de San José lturbide, 2093 m
Coo0r:21°00'37.25"N-100°26'38.66"O
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2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

2-1X-2010

4-1X-2010

4-1X-2010

4-1X-2010

8-1X-2010

17-1X-2010

17-1X-2010



México: SAN LUIS POTOSI: El Rodeo,
melx10066-01  Epicauta stigmata 15 km al NO de San Luis Potosi, 2012 m 18-1X-2010
Coor:22°14'20.58"N-101°05'14.89"0

_ _ México: SAN LUIS POTOSI: El Rodeo,
melx10066-02  Epicauta stigmata 15 km al NO de San Luis Potosi, 2012 m 18-1X-2010
Coor:22°14'20.58"N-101°05'14.89"0

México: SAN LUIS POTOSI: El Rodeo,

melx10066-03  Epicauta stigmata 15 km al NO de San Luis Potosi, 2012 m 18-1X-2010
Coor:22°14'20.58"N-101°05'14.89"0

_ _ México: ZACATECAS: Santa Teresa,
melx10125-01  Epicauta stigmata 2116 m Coor:22°29'27.36"N- 23-1X-2010
102°22'05.95"0

México: ZACATECAS: Santa Teresa,

melx10125-03  Epicauta stigmata 2116 m Coor:22°29'27.36"N- 23-1X-2010
102°22'05.95"0

México: ZACATECAS: Ciudad

melx10127-02  Epicauta stigmata Cuauhtemoc, 2039 m 23-1X-2010
Co0r:22°27'28.42"N-102°20'40.96"0

_ _ México: ZACATECAS: Ciudad
melx10127-03  Epicauta stigmata Cuauhtemoc, 2039 m 23-1X-2010
Co0r:22°27'28.42"N-102°20'40.96"0

. . México: ZACATECAS: Ciudad
melx10128-01  Epicauta stigmata Cuauhtemoc, 2039 m 23-1X-2010
Co0r:22°27'28.42"N-102°20'40.96"0

México: AGUASCALIENTES: Rincon de

melx10130-01  Epicauta stigmata Romos, 1959 m Coor:22°13'46.27"N- 23-1X-2010
102°19'50.55"0

México: AGUASCALIENTES: San José

melx10131-01  Epicauta stigmata de Gracia - Paredes, 2157 m 23-1X-2010
Co0r:22°08'34.70"N-102°22'53.94"0O

_ _ México: JALISCO: 3 km al S de Lagos
melx10133-01  Epicauta stigmata de Moreno, 1871 m 24-1X-2010
Co0r:21°19'41.41"N-101°55'36.29"0

México: JALISCO: 3 km al S de Lagos

melx10133-02  Epicauta stigmata de Moreno, 1871 m 24-1X-2010
Co0r:21°19'41.41"N-101°55'36.29"0

México: JALISCO: 3 km al S de Lagos

melx10134-02  Epicauta stigmata de Moreno, 1871 m 24-1X-2010
Coo0r:21°19'41.41"N-101°55'36.29"0
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melx10134-03

melx10068-01

melx10068-02

melx10071-01

melx10071-02

melx10071-03

melx10083-02

melx10083-03

melx10095-01

melx10095-03

melx10101-01

melx10101-02

melx10111-01

Epicauta stigmata

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

México: JALISCO: 3 km al S de Lagos
de Moreno, 1871 m
Coo0r:21°19'41.41"N-101°55'36.29"0

México: SAN LUIS POTOSI: 3kmal N
de Venado, 1819 m
Coor:22°57'45.51"N-101°05'50.06"0

México: SAN LUIS POTOSI: 3kmal N
de Venado, 1819 m
Coor:22°57'45.51"N-101°05'50.06"0

México: SAN LUIS POTOSI: Estacion
Berrendos, 17 km al NE de Charcas,
2034 m Coor:23°13'10.46"N-
100°58'58.76"0O

México: SAN LUIS POTOSI: Estacién
Berrendos, 17 km al NE de Charcas,
2034 m Coo0r:23°13'10.46"N-
100°58'58.76"0O

México: SAN LUIS POTOSI: Estacién
Berrendos, 17 km al NE de Charcas,
2034 m Coor:23°13'10.46"N-
100°58'58.76"0O

México: SAN LUIS POTOSI: 13 km al
ONO de Cedral, 1813 m
Coor:23°50'45.32"N-100°50'31.64"0

México: SAN LUIS POTOSI: 13 km al
ONO de Cedral, 1813 m
Coor:23°50'45.32"N-100°50'31.64"0

México: SAN LUIS POTOSI: 5 kmal N
de Cedral, 1721 m Coor:23°51'59.52"N-
100°41'57.83"0

México: SAN LUIS POTOSI: 5 kmal N
de Cedral, 1721 m Coor:23°51'59.52"N-
100°41'57.83"0

México: SAN LUIS POTOSI: 12 km al N
de Cedral, 1823 m Coor:23°55'27.27"N-
100°40'36.00"0

México: SAN LUIS POTOSI: 12 km al N
de Cedral, 1823 m Coor:23°55'27.27"N-
100°40'36.00"0

México: COAHUILA: La Angostura

(Saltillo), 1805 m Coor:25°20'43.21"N-
101°02'00.19"0
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24-1X-2010

18-1X-2010

18-1X-2010

18-1X-2010

18-1X-2010

18-1X-2010

19-1X-2010

19-1X-2010

20-1X-2010

20-1X-2010

20-1X-2010

20-1X-2010

22-1X-2010



melx10111-02

melx10111-03

melx10113-01

melx10113-02

melx10113-03

melx10121-02

melx09001-01

melx09004-01

melx09004-02

melx09036-01

melx09036-02

melx09036-03

melx09044-01

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta stigmata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

México: COAHUILA: La Angostura
(Saltillo), 1805 m Coor:25°20'43.21"N-
101°02'00.19"0

México: COAHUILA: La Angostura
(Saltillo), 1805 m Coor:25°20'43.21"N-
101°02'00.19"0

México: COAHUILA: Tanque de
Emergencia (Las Colonias), 1827 m
Coor:25°19'28.98"N-101°03'06.87"0

México: COAHUILA: Tanque de
Emergencia (Las Colonias), 1827 m
Coor:25°19'28.98"N-101°03'06.87"0

México: COAHUILA: Tanque de
Emergencia (Las Colonias), 1827 m
Coor:25°19'28.98"N-101°03'06.87"0

México: ZACATECAS: La Pardita, 1806
m Coor:24°17'59.66"N-101°24'45.33"0

México: Morelos: 2.5 km al S de
Alpuyeca, 1054 m
Coor:18°43'03.84"N -99°16'12.83"0

México: Guerrero: 3 km al S de Jalapa
(cerca de Atlixtac), 1547 m
Coor:17°37'46.16"N-99°35'53.33"0

México: Guerrero: 3 km al S de Jalapa
(cerca de Atlixtac), 1547 m
Coor:17°37'46.16"N-99°35'53.33"0

México: PUEBLA: 1 km al E de San
Isidro, 1300 m Coor:18°34'27.9"N-
98024'56.1"0

México: PUEBLA: 1 km al E de San
Isidro, 1300 m Coor:18°34'27.9"N-
98024'56.1"0

México: PUEBLA: 1 km al E de San
Isidro, 1300 m Coor:18°34'27.9"N-
98024'56.1"0

México: PUEBLA: 5 km al NE de

Xayacatlan, 1293 m Coor:18°13'22.7"N-
97°56'36.9"0
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22-1X-2010

22-1X-2010

22-1X-2010

22-1X-2010

22-1X-2010

22-1X-2010

21-VI11-2009

22-V111-2009

22-V111-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

1-X-2009



melx09044-02

melx09044-03

melx09039-01

melx09039-02

melx09039-03

melx09042-01

melx09040-01

melx09040-03

mel08090-01

mel08102-02

mel08114-01

mel08114-02

mel08114-03

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta bipunctata

Epicauta sp.

Epicauta bipunctata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

México: PUEBLA: 5 km al NE de
Xayacatlan, 1293 m Coor:18°13'22.7"N-
97°56'36.9"0

México: PUEBLA: 5 km al NE de
Xayacatlan, 1293 m Coor:18°13'22.7"N-
97956'36.9"0

México: PUEBLA: 5 km al SO de San
Miguel de las Minas, 1390 m
Coor:18°32'37.2"N-98°21'45.8"0O

México: PUEBLA: 5 km al SO de San
Miguel de las Minas, 1390 m
Coor:18°32'37.2"N-98°21'45.8"0

México: PUEBLA: 5 km al SO de San
Miguel de las Minas, 1390 m
Coor:18°32'37.2"N-98°21'45.8"0
México: PUEBLA: San Miguel de las
Minas, 1250 m Coor:18°31'34.1"N-
98°20'03.1"0

México: PUEBLA: 5 km al SO de San
Miguel de las Minas, 1390 m
Coor:18°32'37.2"N-98°21'45.8"0
México: PUEBLA: 5 km al SO de San

Miguel de las Minas, 1390 m
Coor:18°32'37.2"N-98°21'45.8"0

MEXICO: Querétaro: 3 km al NNO de
Coto hacia La Dy Los Cues Coor:

MEXICO: Guanajuato: 6 km al oeste de
El Vigil, al noroeste de Ocampo Coor:

MEXICO: Guanajuato: El Salto Coor:

MEXICO: Guanajuato: El Salto Coor:

MEXICO: Guanajuato: El Salto Coor:
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1-X-2009

1-X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

30-1X-2009

18-VIII-2007

25-VI11-2007

26-VI11-2007

26-VI11-2007

26-VI11-2007



mel08112-01

mel08112-02

mel08112-03

mel08113-01

mel08113-02

mel08115-01

mel08115-02

mel08115-03

mel08116-02

mel08116-03

mel08117-01

mel08118-01

mel 06158-01

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta stigmata

Epicauta alastor

MEXICO: Guanajuato:
Palo Colorado Coor:

MEXICO: Guanajuato:
Palo Colorado Coor:

MEXICO: Guanajuato:
Palo Colorado Coor:

MEXICO: Guanajuato:
Palo Colorado Coor:

MEXICO: Guanajuato:
Palo Colorado Coor:

MEXICO: Guanajuato:

MEXICO: Guanajuato:

MEXICO: Guanajuato:

MEXICO: Guanajuato:
sur de Ibarra Coor:

MEXICO: Guanajuato:
sur de Ibarra Coor:

MEXICO: Guanajuato:
sur de Ibarra Coor:

MEXICO: Guanajuato:
sur de Ibarra Coor:

4 km al norte de

4 km al norte de

4 km al norte de

4 km al norte de

4 km al norte de

El Salto Coor:

El Salto Coor:

El Salto Coor:

El Vergel, 8 km al

El Vergel, 8 km al

El Vergel, 8 km al

El Vergel, 8 km al

ARIZONA: Pinal Co.: 6 km SE Picacho
Peak. 559m Coor:32°35'69.7”N-

111°20°07.7”°0
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26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
26-VI11-2007
10-VII1-2006



mel 06162-01

mel 06162-02

mel 06163-01

mel 06163-02

mel 06165-01

mel 06172-01

mel 06175-01

mel 06175-02

mel 06173-03

mel 06173b-01

mvz004-01

mvz004-02

mvz004-03

Epicauta tricostata

Epicauta tricostata

Epicauta uniforma

Epicauta uniforma

Epicauta arizonica

Epicauta costata

Epicauta costata

Epicauta arizonica

Epicauta lauta

Epicauta lauta

Epicauta flagellaria

Epicauta flagellaria

Epicauta flagellaria

ARIZONA: Cochise Co.: 7 mi SE Willcox,
1268m. Coor:32°10’46.8”N-
109°45’37.8°0

ARIZONA: Cochise Co.: 7 mi SE Willcox,
1268m. Coor:32°10°46.8”N-
109°45'37.8"0

ARIZONA: Cochise Co.: Sulphur Hills.
1287m Coor:N31°56°85.7”N-
109°45'75.8”0

ARIZONA: Cochise Co.: Sulphur Hills.
1287m Coor:

ARIZONA: Cochise Co.: Elfrida. 1267m
Coor:31°41°13.1’N-109°41°'23.1”0

NEW MEXICO: Hidalgo Co.: Lordsburg,
1320m Coor:32°20'44.8”N-
108°42'79.8"0

NEW MEXICO: Hidalgo Co.: Lordsburg,
1320m Coor:32°20'44.8”N-
108°42'79.8"0

NEW MEXICO: Hidalgo Co.: Lordsburg,
1320m Coor:32°20'44.8”N-
108°42'79.8"0

NEW MEXICO: Hidalgo Co.: Lordsburg,
1320m Coor:32°20’44.8”N-
108°42'79.8”0

NEW MEXICO: Hidalgo Co.: Lordsburg,
1320m Coor:32°20’44.8”N-
108°42'79.8”0

Venezuela: Aragua: Mpio. Urdaneta:
Carretera Nacional El Sombrero - La
Pascua, Km. 40, Caserio Simborino.
Coor:

Venezuela: Aragua: Mpio. Urdaneta:
Carretera Nacional El Sombrero - La
Pascua, Km. 40, Caserio Simborino.
Coor:

Venezuela: Aragua: Mpio. Urdaneta:
Carretera Nacional El Sombrero - La
Pascua, Km. 40, Caserio Simborino.
Coor:

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VIII-2007

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VII1-2006

12-VII1-2006

16-V-2009

16-V-2009

16-V-2009
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Anexo Il: Set de coordenadas utilizadas en pruebas de similitud de nicho y linear

range breaking.

Especie Latitud Longitud
Epicauta stigmata 16.931 -96.3572
Epicauta stigmata 18.6 -98.4667

Epicauta stigmata 18.9109 -97.8375
Epicauta stigmata 18.9335 -99.1553
Epicauta stigmata 18.985 -99.1
Epicauta stigmata 19.0413 -98.2062
Epicauta stigmata 19.0767 -98.3129
Epicauta stigmata 19.1727 -96.1333
Epicauta stigmata 19.1833 -98.65
Epicauta stigmata 19.2258 -101.457
Epicauta stigmata 19.2879 -99.6468
Epicauta stigmata 19.3086 -99.2249
Epicauta stigmata 19.3307 -98.943
Epicauta stigmata 19.3531 -97.9676
Epicauta stigmata 19.4519 -99.6506
Epicauta stigmata 19.5164 -101.61
Epicauta stigmata 19.6139 -101.306
Epicauta stigmata 19.6635 -101.363
Epicauta stigmata 19.6639 -101.429
Epicauta stigmata 19.7006 -101.186
Epicauta stigmata 19.7212 -99.7864
Epicauta stigmata 19.7788 -103.779
Epicauta stigmata 19.917 -100.18
Epicauta stigmata 19.9583 -100.872
Epicauta stigmata 19.9842 -99.0676
Epicauta stigmata 19.9883 -103.019
Epicauta stigmata 19.9887 -102.286
Epicauta stigmata 19.9978 -101.157
Epicauta stigmata 20.0047 -100.77
Epicauta stigmata 20.0069 -102.459
Epicauta stigmata 20.0326 -100.594
Epicauta stigmata 20.0843 -102.753
Epicauta stigmata 20.1017 -99.7089
Epicauta stigmata 20.1191 -102.576
Epicauta stigmata 20.1269 -103.146
Epicauta stigmata 20.1358 -102.071
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Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta stigmata
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma

20.1522
20.2971

20.33746

20.4888
20.5663
20.5923
20.5931
20.6416
20.6736
20.6787
20.6822
20.6857
20.8102
20.8917
21.0103
21.0155
21.0177
21.0614
21.1236
21.1508
21.1727
21.1841
21.1882
21.2648
21.2995
21.3282
21.3615
21.4781

21.80754
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21.875
21.8826
22.143
22.2295
22.2391
22.4579
22.4909
22.55
22.9626
23.1719
23.2196
23.3583
23.8456

-102.623
-103.189
-100.616
-99.273
-100.416
-100.488
-100.392
-101.196
-103.344
-101.355
-99.5567
-99.3342
-102.762
-100.66
-100.444
-102.327
-101.258
-102.296
-101.681
-102.274
-102.023
-102.265
-102.105
-102.112
-102.12
-101.927
-101.406
-101.533
-101.537
-101.588
-102.309
-102.382
-102.331
-101.088
-102.345
-102.368
-104.4
-101.097
-102.861
-100.983
-103.642
-100.962



Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma
Epicauta uniforma

23.8459
23.8665
23.9242
24.2999
24.7357
24.8265

25.123
25.3247
25.3453
29.2666
30.7501
31.3403
31.3445
31.4156
31.7128
31.7311
31.7898
31.9571
32.2217
32.3058
32.7116
34.3439

37.281

37.985

-100.842
-100.699
-100.677
-101.413
-103.836
-101.125
-103.787
-101.052
-101.033
-103.3
-104.084
-110.934
-109.545
-110.73
-110.068
-106.463
-111.587
-109.771
-110.926
-107.728
-111.495
-99.4186
-104.382
-103.544
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