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RESUMEN

Conocer la variacion, estructura y diferenciacion genética dentro y entre poblaciones son aspectos
fundamentales que pueden ayudar a entender la historia evolutiva de una especie. Dryophytes
arboricola y D. eximius son ranas endémicas de México; la primera se encuentra a grandes
elevaciones de la Sierra Madre del Sur en el estado de Guerrero y la segunda se distribuye en
bosques de pino y de pino-encino con elevaciones de 900 a 2900 m snm a lo largo del Altiplano
Central Mexicano. Estudios respecto a sus cantos han indicado que existe diferenciacion con las
poblaciones de D. eximius donde se encontré variacion acustica entre la poblacion de D.
arboricola en Omiltemi en Guerrero comparada con Dryophytes eximius de Tecocomulco en
Hidalgo, Patzcuaro en Michoacan y Alvarez en San Luis Potosi, concluyéndose que se trata de
dos especies diferentes. En el presente trabajo se analizo la variacion y estructura genética de
estas mismas cuatro poblaciones utilizando tres marcadores mitocondriales: ND4, Cyt b y 16S
para determinar si las diferencias en los cantos estan relacionadas con diferencias en la estructura
genética y de esa manera corroborar si la poblacion de Omiltemi corresponde también
genéticamente a una especie diferente.

Se analizaron 15 muestras de cada una de las cuatro poblaciones. Los marcadores
mitocondriales arrojaron niveles altos de diversidad haplotipica (h = 0.7 - 0.9) y niveles bajos de
diversidad nucleotidica (= = 0.01 - 0.02). Se identificaron tres grupos que coincidieron entre los
analisis de redes de haplotipos, inferencia filogenética (Bayesiana y de Maxima Verosimilitud) y
agrupacion genética (STRUCTURE). El primer grupo esta formado por D. arboricola de
Omiltemi, el segundo por Dryophytes eximius de Tecocomulco y el dltimo por D. eximius de
Alvarez y Patzcuaro. La mayor parte de la variacion se encontré entre poblaciones (70.73%) y la
menor resulté dentro de las poblaciones (25.70%) (AMOVA). Finalmente, las distancias
genéticas (Dxy) para los clados Alvarez-Patzcuaro con Omiltemi, Alvarez-Patzcuaro con
Tecocomulco y Tecocomulco con Omiltemi fueron del 3%. Esto quiere decir que la poblacion de
Omiltemi corresponde a la especie D. arboricola de acuerdo al concepto de especie cohesivo de
Templeton (1989) donde los factores morfologicos, de comportamiento y genéticos la diferencian

de la especie Dryophytes eximius.



I. INTRODUCCION
1.1 Cantos en anuros

La comunicacion acustica entre los anuros es un aspecto fundamental en su biologia
reproductiva y su comportamiento social, ademas de tener un origen temprano en su historia
evolutiva (Littlejonh, 1977; Wells, 1988; Allan y Simmons, 1994, Carrillo, 2009). En muchas de
las especies de anuros se presenta una gran agregacion de individuos que emiten sefiales sonoras
a lo largo de las orillas de cuerpos de agua de hasta mas de una docena de especies distintas. En
estos coros es en donde existe la competencia por la pareja, donde los machos cantores defienden
los recursos requeridos como la comida o los sitios de ovoposicién y es donde se da la mayor
presion de seleccion para la eleccion de las sefiales; es decir, que en los coros se ve reflejado el
éxito reproductivo de los machos (Gerhardt, 1987; Gerhardt y Huber, 2002; Carrillo, 2009).

El repertorio vocal de los anuros es con el que desarrollan la mayoria de sus interacciones
sociales. Las sefiales acusticas que utilizan tienen diferentes finalidades. La principal y mas
importante es la atraccién de hembras por los machos. Existen también sefiales de advertencia y
agresion hacia otros individuos machos, cantos de liberacion por parte de las hembras, sefiales de
cortejo de corto rango después del apareamiento, y sefiales cuando hay depredadores cerca de
ellos o cuando son atrapados. Estos tipos de sefiales juegan un rol importante en su historia
natural y evolutiva (Littlejonh, 1977; Schwartz y Wells; Wells, 1988; Gerhardt, 1994; Carrillo,
2009).

1.2 El género Dryophytes

Dentro de los anfibios se encuentra la familia Hylidae perteneciente al orden Anura. Es el
grupo mas diverso del orden: 51 géneros con 980 especies. Esta taxon presenta una forma muy
conservada y es frecuente que a diferentes especies se les llame con el mismo nombre o se
equivoquen al clasificar nuevos organismos (e incluso poblaciones) (Check et al., 2001). Dentro
de esta familia se encuentra la subfamilia Hylinae, que se distribuye en Sudamérica,
Centroamérica, Norteamérica, Eurasia y el norte de Africa. Dentro de esta subfamilia se
encuentra el género Dryophytes (antes referido como Hyla), Unico género de hilinos con
distribucion en América y fuera de ella (AmphibiaWeb, 2018). Se cree que este grupo ha
experimentado una especiacion in situ en cada region produciendo grupos de especies endémicas

en el oeste y este de Norteamérica, Europa y Asia (Hua et al., 2009).



El género Dryophytes fue redefinido como un grupo monofilético de especies holarticas y
centroamericanas integrado por los siguientes grupos (Figura 1): D. arborea, D. cinerea, D.
eximius e D. versicolor (Faivovich et al., 2005). Hua et al. (2009) agrega el grupo de D. japonica
y soporta la monofilia del grupo D. eximius usando a un individuo de D. walkeri que resulto ser
taxon hermano del grupo H. japonica (Hua et al., 2009).

El dltimo estudio de inferencia filogenética del género Dryophytes, por medio 19 genes
(incluidos entre ellos 16S, Cyt b, 12S, ND1, ND2, COl y RAGL1), reorganiza este grupo y soporta
la separacion de dos clados de los hilidos neéarticos. El primero lo conforma el nuevo género
Hyla, que comprende Unicamente a las especies de Europa y Asia; y el segundo reconocido como
Dryophytes (antes referido como Hyla) incluye a todas las especies de América y a tres de Asia.
Este ultimo género contiene a 19 especies donde estan incluidas las especies de este estudio, bajo
el nombre de Dryophytes arboricola y D. eximius (Duellman et al., 2016). Dentro de las 19
especies en este género, se encuentran incluidas las 11 especies del grupo D. eximius descritas
por Faivovich et al. (2005).

El estudio mas reciente de las ranas Dryophytes (Duellman et al., 2016) predice el origen
de las ranas hilidas hace 61.8 millones de afios en el Paleoceno, el clado Hylinae aparecié en el
Eoceno o el Oligoceno temprano en Sudamérica hace 32. 9 millones de afios (30.2- 35.6 m.a.). El
género Hyla (de especies euroasiaticas) se separ6 del género Dryophytes de especies
norteamericanas (antes referido como Hyla) en el Mioceno hace 22.6 millones de afios. De
acuerdo a los autores en el Miceno medio (15.4 m. a.) el clado que permanecié en América del

Norte se diferenci6 genéticamente y evolucion6 en lo que hoy se conoce como Dryophytes.

1.3 Grupo Dryophytes eximius

El grupo Dryophytes eximius (antes referido como grupo Hyla eximia) incluye siete
especies: D. arenicolor, D. bocourti, D. euphorbiacea, D. eximius, D. plicata, D. walkeri y D.
wrightorum (Duellman, 2001). Eliosa (2001) resucitd a la especie D. arboricola, anteriormente
descrita por Taylor (1941) y Faivovich et al. (2005) incluyeron a D. andersoni, D. japonica y D.
suweonensis. Todas estas especies son conocidas como ranas de arbol de montafia y pertenecen al

grupo D. eximius.
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Figura 1. Filogenia de las ranas del genero Hyla y Dryophytes basada en Inferencia Bayesiana y
Maxima Verosimilitud con 10 genes (Hua et al., 2009). Modificado con base en Duellman et al.
(2016).

1.4 Dryophytes arboricola y D. eximius

La especie D. arboricola es endémica de México y su distribucion esta restringida a las
grandes elevaciones de la Sierra Madre del Sur en el estado de Guerrero (Figura 2). Habita en los
bosques de montafia con elevaciones de 2000 m snm. En 1941 Taylor describié a la especie D.
arboricola en los alrededores de Omiltemi, Guerrero diferenciandola de D. eximius por tener una
cabeza méas ancha, la membrana interdigital mas extendida, extremidades sin marcas oscuras, asi
como por carecer de una marca obscura bien definida a los lados de la cabeza (Figura 3). Esta

especie, sin embargo después fue sinonimizada con D. eximius por Duellman (1970).
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Figura 2. Distribucién potencial de Dryophytes arboricola y D. eximius (modificado de Ochoa-
Ochoa et al., 2006).

Estudios recientes en los cantos han sugerido que existe una diferenciacion entre las
poblaciones de D. arboricola con D. eximius (Eliosa, 2001; Carrillo, 2009). Eliosa (2001)
encontrd, ademas, otras diferencias en la morfologia externa de D. arboricola como la
excrecencia nupcial, la coloracion del saco vocal y la extension de la membrana interdigital de las
extremidades posteriores, en comparacion con poblaciones de D. eximius de Michoacéan, Puebla,
San Luis Potosi, Jalisco, Durango y Edo. de México. Concluy6 que la poblacion de Omiltemi no

pertenece a la especie de D. eximius y la refiere a Dryophytes arboricola.
Carrillo (2009) al comparar detalladamente la variacidn acustica entre las poblaciones de

Alvarez, Tecocomulco, Patzcuaro y Omiltemi, encontré en la dltima, una diferenciacion en

cantos significativa, lo que permitio la separacion de la poblacion de Omiltemi.



Figura 3. Dryophytes arboricola (1) Omiltemi, Guerrero, México tomada de Naturalista. D.
eximius (2) Durango, Timothy Burkhardt (2011).

Bryson et al. (2014a) demostraron que los fendmenos de introgresion mitocondrial y
captura de genes estan presentes entre todas las especies del grupo de D. eximius por medio de
genes mitocondriales (ND4, ATP6 y ATP8) y nucleares (POMC, cryB y Tyrl). Encontraron que
D. eximius es parafilético. Para los analisis filogeograficos solo se utilizaron los genes
mitocondriales y se identificaron dos clados dentro del grupo D. eximius: el primero constituido
por la mayoria de los individuos de D. arenicolor y el segundo que contiene a las especies de
Balsas, algunas de D. arenicolor y a las especies morfoldgica y ecolégicamente similares D.
eximius, D. wrightorum, D. plicata, D. ephorbiacea, D. arboricola y D. walkeri. La especie D.
eximius a su vez, se agrup6 en cuatro linajes diferentes: OrS (sudeste de la Sierra Madre
Oriental), OcS (sudeste de la Sierra Madre Occidental), CMP (Altiplanicie Mexicana) y DGO
(Durango) (Figura 4). De acuerdo a los autores, la discordancia entre los genes mitocondriales y
nucleares indica introgresion dentro del grupo Dryophytes eximius por lo que sugieren que el
arbol nuclear (Figura 5) es el que debe tomarse como el arbol de especies, ya que en este arbol
todos los linajes de D. eximius forman un grupo monofilético consistente con la informacion
morfolégica y de cantos. Aun asi, el ADN mitocondrial resultd un marcador imprescindible para
delimitar linajes geograficos dentro del grupo D. eximius. Los resultados mitocondriales indican
que Dryophytes arboricola (antes referida como H. arboricola) se incluye en Dryophytes
eximius, pero los datos nucleares indicaron que son dos especies diferentes y distantes en el arbol.

El andlisis concatenado sefiala que Dryophytes arboricola se agrupa con el linaje OrS (Sierra



Madre Oriental) de Dryophytes eximius, pero sumando los tres linajes OrS, OcS (Sierra Madre
Occidental) y CMP (Altiplano Mexicano), debe ser incluida en esta especie (Figura 4 y 5).

Debido a la ausencia de estudios de la especie, se encuentra catalogada como Deficiente

de Informacion por la Uniodn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN).
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Figura 4. Estructura filogeogréafica con genes mitocondriales dentro de uno de los clados
del grupo D. eximius (antes referido como H. eximia). En la parte inferior se observan los linajes
de D. eximius donde eximia CMP y eximia OcS pertenecen a un clado; y eximia OrS y arboricola
pertenecen a otro clado diferente (Bryson et al., 2014a).
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Figura 5. Reconstruccion de arbol de especies del grupo D. eximius (antes referido como H.
eximia) con genes nucleares (Bryson et al., 2014a). Se observa arboricola como especie diferente
de eximia OrS, eximia DGO, eximia OcS y eximia CMP.

Por su parte, la especie D. eximius es endémica de México y de amplia distribucion desde
las Sierras y Llanuras del Norte hasta el Eje Neovolcanico (Figura 2). Su habitat principal son los
bosques de pino y de pino-encino con elevaciones de 900 a 2900 m snm. Dryophytes eximius se
encuentra catalogada por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN)
como especie bajo preocupacién menor, donde se incluyen las especies que son abundantes y
presentan amplia distribucion. La especie se caracteriza por su piel lisa y talla pequefia, la cabeza
mas estrecha que el cuerpo y la parte dorsal poco convexa, el hocico largo con lengua cordiforme
y libre posteriormente en un cuarto de su longitud, los brazos cortos y delgados con manos sin
membrana interdigital ni axilar. Las extremidades posteriores cortas y robustas con membranas
interdigitales que se extienden hasta dos tercios de la longitud de los dedos que terminan en
discos bien desarrollados y los talones apenas se superponen cuando se ponen las patas en angulo
recto respecto del cuerpo. Los adultos tienen un tamaiio de 1.9 a 5.6 cm de largo y presentan un
patron de coloracion que va del verde al pardo con lineas negras que atraviesan la longitud del
cuerpo. Los machos tienen la garganta verde mientras que en las hembras es blanca La cabeza
tiene una linea lateral que inicia en el hocico y se extiende por la parte de atras del nostrilo, el ojo

y el timpano y continua por los costados hasta la ingle (Stebbins, 2003) (Figura 3).



Desde la descripcion de Dryophytes eximius (Baird, 1854) han habido varios problemas
para la identificacion de muchas de sus poblaciones y se han hecho varias sinonimias con otras
especies. El principal problema es que D. eximius presenta gran variabilidad en tamafio y
proporciones del cuerpo y extremidades, variacion en el patréon de coloracion, asi como en los
pardmetros de los cantos nupciales (Eliosa, 2001; Carrillo, 2009; Rodriguez-Tejeda et al., 2014).

Sin embargo, hasta el momento no se han realizado estudios de genética a nivel
poblacional de D. arboricola en Omiltemi comparando con otras poblaciones para verificar si en
realidad se trata de una especie diferente. Omiltemi, Guerrero goza de una gran riqueza biologica
y endemismo ya que forma parte del sistema orografico meridional constituido por la Sierra
Madre del Sur, la cual es una unidad morfotectonica compleja, bastante antigua y extensa
favoreciendo asi el aislamiento y diferenciacion de especies (Luna y Llorente, 1993). En el
estudio de Bryson et al. (2014a) el linaje de Omiltemi es mantenida como una especie distinta a
pesar de que se agrupa dentro de su clado eximia CMP+OcS+ arboricola+ OrS; y Duellman et
al. (2016) no incluyen esta especie en su analisis, asumiendo que es una especie valida referida a
Dryophytes.

Este estudio pretende poner a prueba la inclusion de D. arboricola dentro de la especie D.
eximius y dentro del clado eximia OrS, segun lo propuso Bryson et al. (2014a) incrementando el
tamafo de muestra de poblaciones separadas, icluyendo 15 muestras de cada una de tres
poblaciones de Dryophytes eximius de Alvarez, San Luis Potosi y Pazcuaro, Michoacén
representando el linaje Altiplano Mexicano (eximia CMP) y eximia OcS; y Tecocomulco,
Hidalgo, el linaje eximia OrS (Bryson et al., 2014a) y 15 muestras de D. arboricola de Omiltemi,
Guerrero, la localidad tipo de la especie, con la idea de incrementar la variacion genética de cada

poblacion.



II. ANTECEDENTES
2.1 Concepto de especie y limite de especies

Elegir el concepto de especie que mejor se adapte a nuestro tema de investigacion
determina que informacion seré relevante para tener una vision de como funciona la especiacion
(Wiens, 2004). Uno de los conceptos de especie mas empleados en el &rea de genética
poblacional y evolutiva, asi como en biologia de la conservacion (Frankham, 2004) es el
concepto de especie bioldgica de Mayr (1942), que lo defini6 como grupos de poblaciones
naturales cuyos individuos se entrecruzan actual o potencialmente dando origen a descendencia
fértil y que estan reproductivamente aislados de otros grupos similares. También es importante el
concepto cohesivo de especie de Templeton (1989) que dice que las especies corresponden a
grupos de individuos que conservan su similitud morfologica, ecoldgica, genética, del
comportamiento y las historias de vida a traves del flujo genético que ocurre entre ellos, donde
los factores genéticos y ecoldgicos funcionan como fuerzas cohesivas. Este Gltimo concepto es el
mas integrador y completo realizado no s6lo en el nivel tedrico, sino también en el nivel
operacional en el reconocimiento y delimitacion de unidades evolutivas (Cerritos, 2007).

La especiacion forma el puente entre la evolucion de las poblaciones y la evolucion de la
diversidad taxonémica (Futyma, 2005). Bush (1994) definio a la especiacién como un proceso de
divergencia de linajes, los cuales son suficientemente distintos uno de otro para tener su propia
independencia evolutiva. El evento crucial para el origen de una nueva especie es, en la mayoria
de los casos, el aislamiento reproductivo, e indiscutiblemente es la llave para la busqueda de la
especiacion. Existen dos maneras de que surjan las especies. La primera es la diversificacion,
cuando una especie principal da surgimiento a dos 0 mas especies descendientes. Ocurre cuando
las poblaciones se diferencian genéticamente llegando a tener aislamiento reproductivo y
frecuentemente involucra por lo menos aislamiento fisico parcial. La segunda manera es el
cambio gradual dentro de una especie lo largo del tiempo para que se considere una especie
diferente en otro momento (Frankham, 2004).

Los factores para el aislamiento fisico regularmente corresponden a los cambios
geograficos (como montafas, desertificacion, rios, cambios en el nivel del mar y deriva
continental) o del movimiento de organismos a nuevos territorios. Cuando las poblaciones
aisladas llegan a ser tan diferentes que no se cruzan en un segundo contacto, la especiacion se

conoce como alopatrica. Esta es la forma mas comin de la especiacion en animales. Por otro
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lado, cuando la divergencia se produce sin separacion geogréfica entre las poblaciones; es decir,
dentro del rango ancestral de la especie, se conoce como especiacion simpatrica (Frankham,
2004).

Cuando un agrupamiento se hace bajo criterios que reconozcan y delimiten el resultado
del proceso de especiacion estamos ante un grupo natural. En caso contrario, un grupo artificial
es aquel en el que hay una inclusion parcial o una inclusion de organismos que pertenecen a mas
de una entidad evolutiva (Ward, 1998). A diferencia de las clasificaciones antiguas, donde
unicamente se usaban comparaciones morfologicas o de similitud, hoy en dia se buscan las
relaciones verdaderas; es decir, una clasificacion natural. Es por eso que los andlisis genéticos
moleculares de los organismos se han convertido en los mas usados para estudios de sistématica.
Una de las grandes ventajas de realizar estudios con datos moleculares es que se trabaja
directamente con la base genética de la variacion, mientras que en la mayoria de los trabajos
morfoldgicos la base genética se asume; ademas, los caracteres pueden ser seleccionados y
definidos de una manera mas objetiva (Hillis y Wiens, 2000).

2.2 Genética y estructura poblacional

Las variaciones moleculares genéticas (alélicas o nucleotidicas) dentro de las secuencias,
proporcionan la descripcion de la variacion genética de los organismos (Hedrick, 2000). Por
medio de los estudios de genética poblacional, se pueden obtener datos medibles de la manera en
que se distribuye la variacion genética dentro y entre las poblaciones.

Las fuentes que generan variacion genética en las poblaciones son mutacion, flujo génico,
recombinacion y seleccion balanceadora. La deriva génica y la seleccion direccional son dos
fuerzas evolutivas que reducen y modifican esta variacion (Griffiths et al., 2004).

De acuerdo a Hedrick (2011), una poblacion es un grupo de individuos con
entrecruzamiento que existen juntos en tiempo y espacio. Una poblacién puede presentar
diferencias en la variacion genética entre sus subpoblaciones observada como una estructura
geneética. La estructura genética se define como la cantidad y distribucion de variacion genética
dentro y entre poblaciones de una especie (Gillespie, 2004). La estructura genética poblacional es
producto de los patrones de flujo génico, la migracion, la deriva génica y la dindmica

demogréafica de las poblaciones (Schaal et al., 1998). En muchos casos existe diferenciacion
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genética, por lo que se generan subgrupos o subpoblaciones al interior de una o varias
poblaciones (Gillespie, 2004).

Los anfibios son pequefios en su tamafio corporal y presentan baja movilidad por lo que
sus poblaciones tienden a ser genéticamente estructuradas respecto a una distribucion geogréafica
pequefia, ademas de retener sefiales de alta resolucion de eventos histéricos que generaron la
distribucion de las especies actuales (Palo et al., 2004; Zeisset y Beebee, 2008). Se ha encontrado
en muchas especies una relacion entre la filogenia basada en ADN mitocondrial y la distribucion
geografica de sus linajes (estructura filogeografica). El estudio de esta relacion entre genealogia y
geografia de una especie constituye la filogeografia intraespecifica (Avise et al., 1987). La
unidad de estudio de la filogeografia es el individuo, y mas estrictamente, el haplotipo. Un
haplotipo representa los alelos en genes ligados en una copia de un cromosoma (Hedrick, 2011).
Los haplotipos registran la historia de eventos mutacionales y pueden conectarse mediante una
red de haplotipos (Posada y Crandall, 2001). El patron filogeogréfico méas conspicuo es aquel
donde se encuentra una subdivisién genealdgica marcada entre poblaciones o grupos de
poblaciones (haplogrupos) y una marcada estructuracion espacial (alopatrica) (Vazquez-
Dominguez, 2007). Una de las aplicaciones mas amplias de los estudios filogeogréaficos ha sido el
poder determinar la estructura poblacional de la especie (0 las especies, en caso de ser
filogeografia comparada) a lo largo de su distribucién, asi como descifrar los procesos que han
determinado dicha distribucidn (Avise et al., 1987; Avise, 1998).

Para realizar un analisis filogeografico, es necesario inferir el arbol de genes y de
poblaciones de la especie 0 especies a tratar. El arbol de genes es la filogenia de un fragmento de
ADN en particular que puede ser estimado por medio de la secuencia de nucleétidos o
aminoacidos, mapas de sitio de restriccion, entre otros; y el arbol de poblaciones es el camino
evolutivo de un grupo de poblaciones (Avise, 1989). Existen muchos arboles de genes dentro de
un arbol de poblaciones o un arbol de especies y de hecho un &rbol de poblaciones debe
representar una compilacion de genealogias de varios genes (Avise, 1989). Generalmente las
inferencias filogenéticas se realizan a partir de secuencias de ADN mitocondrial y son una forma
de dilucidar las relaciones evolutivas entre organismos. Las filogenias inferidas a partir de
secuencias de ADN mitocondrial representan la historia de las secuencias, obtenida por medio de
sus eventos mutacionales y de la diferenciacion de las lineas maternas (Avise et al., 1987). La
filogenia de genes y la demografia de poblaciones estan intimamente relacionadas, por lo que las
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variables demogréficas son factores decisivos que definen la profundidad, la forma y los patrones
demograficos de los arboles de genes (Vazquez-Dominguez, 2007).

2.3 ADN mitocondrial

Los marcadores moleculares permiten detectar diferencias y similitudes (conocidas como
polimorfismos) presentes en el ADN de los organismos de origen. Son biomoléculas de ADN o
proteinas que permiten evaluar la variacién presente entre organismos de poblaciones de una
especie (Avise, 1994; Li, 2000). EI ADN mitocondrial es el marcador molecular mas utilizado
para estudios de filogeografia y estructura poblacional en animales (Avise et al., 1987; Avise et
al., 1998).

El genoma mitocondrial en vertebrados contiene la informacion que codifica para 37
genes que incluyen 13 proteinas implicadas en el transporte de electrones como Citocromo b, 22
genes que codifican para ARNs de transferencia (ARNt) y genes que codifican para las dos sub
unidades de ARN ribosomal (12S ARNr y 16S ARNr) (Wilson et al., 1985). A diferencia del
genoma nuclear, la mayor parte del genoma mitocondrial tiene una funcién, por lo que no
presenta intrones y es poco frecuente la presencia de espaciadores, secuencias repetitivas y
pseudogenes mitocondriales (Carranza, 2002). Una de las principales caracteristicas del ADN
mitocondrial como marcador molecular, es que es heredado Unicamente por via materna y es
haploide por lo que las diferencias encontradas entre individuos se deben exclusivamente a
eventos de mutacion y no son el resultado de recombinacion. Asi como que su tamafio efectivo es
la mitad del nuclear por lo que cambia més lento que el ndcleo permitiendo detectar eventos
relativamente antiguos (Avise et al., 1987; Avise, 1998). En animales, el contenido de los genes
mitocondriales estd altamente conservado con muy pocas duplicaciones y con cortas regiones
intergénicas (Gissi et al., 2008).

Experimentalmente el ADN mitocondrial es muy facil de amplificar debido a que existen
varias copias en la célula (Wilson et al., 1985); ademas, es altamente variable en poblaciones
naturales animales por su alta tasa de mutacion, lo cual puede revelar sefiales acerca de la historia
de vida de las poblaciones en periodos de tiempo cortos (Avise, 1994). Al presentar variacion
considerable entre individuos dentro y entre poblaciones, el ADN mitocondrial ha demostrado ser
un excelente marcador de estructura de poblaciones, revelando patrones de variacion geogréafica

intraespecifica (Harrison, 1989) (Anexo I).
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II1. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Establecer las bases genéticas de la diferenciacion entre las poblaciones de Dryophytes
arboricola de Omiltemi, Guerrero y D. eximius en Alvarez, San Luis Potosi, Patzcuaro,
Michoacan y Tecocomulco, Hidalgo por medio de los marcadores mitocondriales ND4, Cyt b y
16S.

3.2 Objetivos particulares

Analizar la variacion genética de las poblaciones de Omiltemi, Alvarez, Patzcuaro y
Tecocomulco a partir de marcadores mitocondriales.

Analizar los patrones de estructura genética inter e intra poblacional de las poblaciones
incluidas en el estudio.

Definir la estructura genética de las poblaciones en relacién con los patrones de canto
entre D. arboricola y las poblaciones de Dryophytes eximius.

Establecer las relaciones entre linajes diferenciados de D. arboricola para con Dryophytes
eximius.

Corroborar la identidad de D. arboricola de Omiltemi como una especie diferente a D.

eximius.
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IV. JUSTIFICACION
En la actualidad no existe ningln estudio poblacional basado en genética que nos permita
dilucidar si la especie Dryphytes arboricola es una especie diferente a D. eximius, y si esta
diferencia es concordante con los patrones de canto encontrados anteriormente (Eliosa, 2001;
Carrillo, 2009).

V. HIPOTESIS
Considerando que la poblacion de D. arboricola se encuentra distribuida disyuntamente a
la poblacion de D. eximius, y en una zona de alta endemicidad en Omiltemi, se espera encontrar
una estructura poblacional que diferencie a la primera especie plenamente de la segunda

conforme a la diferenciacién encontrada en los estudios de cantos.

VI. PREDICCIONES

La variacion mitocondrial de la poblacion de D. arboricola de Omiltemi presentard una
menor Vvariabilidad genética con respecto a las demés poblaciones debido a que es una especie
restringida geograficamente y de poblacién pequefia.

Existira una gran diferenciacion genética entre las poblaciones de D. arboricola de
Omiltemi con respecto a las poblaciones de D. eximius, debido a que D. arboricola se encuentra
aislada geograficamente de D. eximius.

Se espera que las poblaciones de D. eximius en Alvarez, Pazcuaro y Tecocomulco estén
mas relacionadas entre ellas, teniendo a D. arboricola como especie hermana.

Habra una correspondencia entre la divergencia acustica y la divergencia genética entre

las poblaciones estudiadas.
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VII. MATERIALES Y METODO
7.1 Area de estudio

Se trabajo con las cuatro poblaciones de Dryophytes eximius de Carrillo (2009): Alvarez,
Patzcuaro, Tecocomulco y Omiltemi (Figura 6) con las cuales se demostraron diferencias en el
canto entre ellas. La localidad de Alvarez en San Luis Potosi corresponde a la region de La Sierra
de Alvarez y presenta una vegetacion de zonas templadas principalmente bosques de pino-encino,
con areas de pastoreo, cultivo y vegetacion xerofila en la parte baja.

El Lago de Patzcuaro en Michoacan es un cuerpo de agua del Sistema Volcanico
Transversal con vegetacion acuatica y bosque de pino-encino, bosque de oyamel y matorral
subtropical en los alrededores.

La Laguna de Tecocomulco estad dentro de los territorios de los estados de Hidalgo,
Puebla y Tlaxcala. Hay vegetacion acuética y esta rodeado por bosques de pino y pino-encino.

La localidad de Omiltemi en Guerrero se ubica en la parte central del estado dentro de la
Sierra Madre del Sur a 15 km al oeste de la ciudad de Chilpancingo. Presenta una vegetacion de

bosque de pino, bosque de pino-encino y bosque mesofilo (Carrillo, 2009) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Coordenadas de colecta de las poblaciones.

N° de muestras Coordenadas de
Estado .
analizadas colecta
Alvarez San Luis Potosi 15 22°01’N 100°35° O
Omiltemi Guerrero 15 17°35° N 99°38° O
Patzcuaro Michoacan 15 19°31°N 101°32° O
Tecocomulco Hidalgo 15 19°42°’N98° 11’0

16



[F20°00'N

™ Omiltemi

0 30 60 120 180 240

-—— Kilometers V.

Figura 6. Distancias geograficas entre las localidades de colecta de las poblaciones de Dryophytes
arboricola 'y D. eximius. Los puntos de color rojo son las poblaciones. El area de color azul es la
distribucion potencial de la especie D. eximius (Ochoa-Ochoa et al., 2006).

7.2 Trabajo de campo
7.2.1 Obtencién de ejemplares

Se utilizaron 66 individuos provenientes del muestreo de Carrillo (2009) depositados en la
Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles del Instituto de Biologia de la UNAM (CNAR, IBH
29576 al 29643): 20 individuos de Tecocomulco, 8 de Alvarez, 15 de Patzcuaro y 23 de
Omiltemi.

Para aumentar el tamafio de muestra de la poblacion de Alvarez, se realizaron dos salidas
de campo con muestreos intensivos nocturnos a dicha localidad entre los dias 10 al 12 de julio y
31 de julio al 2 de agosto del 2015. Se recolectaron 14 individuos los cuales fueron fijados en
etanol al 96% e ingresados a la CNAR con los nimeros de coleccion IBH del 31003 al 31016
(Figura 7).

17



Figura 7. Ejemplares de D. eximius de la poblacion de Alvarez etiquetados con su IBH.

7.3 Trabajo de laboratorio
7.3.1 Extraccion de ADN

Se escogieron 15 muestras de cada poblacion considerando a los individuos mejor
conservados y con mayor masa muscular en las extremidades posteriores. Se realiz6 la extraccion
de ADN con el kit comercial ADN Blood & Tissue (QIAGEN) con algunas modificaciones a
partir de una porcion del musculo vasto externo del muslo (Anexo I1).
7.3.2 Visualizacion de ADN

Para verificar la integridad, cantidad relativa y calidad del ADN extraido, se realizaron
visualizaciones de la extraccion de cada uno de los individuos, en geles de agarosa al 1% + TAE
1X con 2.5 ul de ADN tefiidos con 0.7 pl de Redgel (1X) y examinados bajo luz ultra violeta
(Figura 8).

Se cuantificd el ADN para conocer la concentracion y el grado de pureza de cada muestra
en un espectrofotometro Nano Drop 2000.
7.3.3 Disefio y eleccidn de primers

Se disefiaron primers especificos para la amplificacién de los genes mitocondriales Cyt b
y ND4 con los programas MEGA 6.1 (Tamura et al., 2013) y BLAST Primers de la base de datos
de GenBank, a partir de 24 secuencias de Dryophytes eximius (GenBank Accession Numbers:
KJ719624.1 - KJ719651.1) para Cyt b y con cinco secuencias de Dryophytes eximius (GenBank
Accession Numbers: HM152337.1- HM152341.1) para NDA4. Para la amplificacion del gen 16S
se utilizaron los primers 16SL1 y 16SH1 de Gvozdik et al. (2010). Todos los primers fueron
sintetizados en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM (Cuadro 2).
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Figura 8. Foto de las extracciones de ADN de la poblacion de Alvarez.

Cuadro 2. Primers de los genes mitocondriales usados.

Gen Primers
Cytb F5 CTTCACATTGGGCGAGGTCT 37
(disefio propio) R 5GCGTGGAACGGGATTTTGTC 37
ND4 F5 GGCAGCCCCCTTAATTGTCT 3
(disefio propio) R5 TAGTGCGGCTATGAGCCATC 3
16S F 16SL1 5 CGCCTGTTTAACAAAAACAT 3
(Gvozdik et al., 2010) R 16SH1 5"CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 37

7.3.4 Gradientes de temperatura

Se realizaron gradientes de temperatura en cada gen para determinar la temperatura de
alineamiento. Para el gen Cyt b el gradiente se realiz6 de los 57 °C a los 68 °C (Figura 9), para
16S de 54 °C a 64 °C y para ND4 de 60 °C a 70 °C. Las temperaturas elegidas fueron 63 °C, 55
°Cy 61 °C respectivamente.

Las temperaturas fueron seleccionadas por dos criterios: 1) cuando la amplificacion se
veia mejor tanto en calidad como cantidad; y, 2) cuando mayor fuera su temperatura (a mayor

temperatura mayor especificidad).
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Figura 9. Gradiente de temperatura para Cyt b. Se definieron 10 temperaturas diferentes (T1 = 57
°C,T2=57.8°C,T3=58.7°C,T4=599°C, T5=61.4°C,T6=63.3°C, T7=64.9°C, T8 =
66.1 °C, T9=67.2 °C, T10 = 68 °C). En este caso se escogi6 la temperatura T6.

7.3.5 Amplificacion de genes

Se siguio el procedimiento de Mullis et al. (1986) para la amplificacion de ADN por
medio de PCR. Para los tres genes se usaron las mismas cantidades de reactivos: 1 ul para cada
uno de los primers F y R (a concentracion 10 uM), 0.38 ul de MgCl (a concentracion 1.5 uM), 1
ul de dNTP’s (a concentracion 0.2 uM), 0.25 de Taq polimerasa (1.25 U), 1.3 ul de buffer de
amortiguamiento, 5.57 pl de H20 y 2 ul de ADN de templado con un volumen final de 12.5 pl.
El ciclo de amplificacion asi como las temperaturas de alineamiento variaron para cada gen
(Figura 10).

La amplificacion de los PCR se valido por medio de electroforesis en geles de agarosa al
1.5%+ TAE 1X tefiidos con 0.7 pl de Redgel (1X).
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Figura 10. Protocolo de las amplificaciones por medio de PCR para cada gen: a) Cyt b, b) 16S 'y

c) ND4. Los nimeros son los pasos de la amplificacion: 1) desnaturalizacion inicial, 2)

desnaturalizacion, 3) alineamiento, 4) extension y 5) extension final.

7.3.6 Purificacién de las muestras

Las muestras fueron purificadas de dNTP’s y otros elementos no incorporados durante el

PCR con el método de precipitacion Etanol-Acetato de sodio (NaAc 3M, pH=5.2) en el caso del

gen Cyt b (Anexo II). Para el gen 16S las purificaciones de ADN se llevaron a cabo con el kit de

purificacion de PCR de InVitrogen. (Anexo 1V). Para el gen ND4 no fue necesario llevar a cabo

purificacion.

7.3.7 Secuenciacioén

Los productos purificados se secuenciaron en el Laboratorio de Secuenciacion Genoémica

de la Biodiversidad y de la Salud en el Instituto de Biologia, UNAM por medio de secuenciacion

Sanger con el secuenciador Applied Byosystems 3730xL. Tanto la secuencia F (forward) como la

R (reverse) de cada individuo.
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7.4 Analisis de datos

Se corrobord que cada secuencia correspondiera a la especie de interés, realizando un
BLAST en GenBank.
7.4.1 Edicion de secuencias

Los cromatogramas (Figura 11) se visualizaron en el programa Finch TV 1.4.0 (Patterson,
2004). Para la edicion de las secuencias y creacion de las secuencias consenso se utilizd el
programa SeqTrace 0.9.0 (Stucky, 2012). Se corroboraron las secuencias consenso con BLAST

teniendo como soporte una identidad y cobertura mayor del 90% a la especie Dryophytes eximius.

CAGCTTCTTTCCTAAAAACTGACTG AAGCATTGCCGGCT
100 1110 130

,uulh.l..hu.mmdhdmnlh.u.h

Figura 11. Seccion de un cromatograma de la secuencia F de AL04
(poblacion de Alvarez) para NDA4.

7.4.2 Alineamiento de secuencias

La alineacion de secuencias se llevo a cabo en el programa MEGA 6 (Tamura et al.,
2013) con el algoritmo de Muscle (Edgar, 2004). El alineamiento se hizo por poblacién y luego
con toda la muestra en total. Se realiz6 una verificacion y edicion para cada gen “a 0jo”, asi como
la eliminacion de los extremos de las secuencias.

Los anélisis de diversidad genética, redes de haplotipos y arboles de genes se hicieron por
gen y de forma concatenada. Para concatenar las tres matrices de los genes se utiliz6 el programa
Sequence Matrix 1.8 (Vaidya et al., 2011).

7.5 Analisis para la diferenciacion entre poblaciones
7.5.1 Diversidad genética
Los analisis para calcular medidas de diversidad genética: nimero de sitios variables e

informativos, nimero de haplotipos, diversidad nucleotidica (Nei, 1987), diversidad haplotipica
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(Nei, 1987) y numero promedio de diferencias entre nucleotidos K (Tajima, 1983) se realizaron
con el programa DNAsp 5.1 (Librado y Rozas, 2009). Estos datos se obtuvieron por poblacion y
por gen.

Se realizaron diferentes pruebas estadisticas para determinar si los marcadores utilizados
en este estudio asumen un modelo de evolucion neutral. Las pruebas fueron: D de Tajima
(Tajima, 1989), Fy D (Fu y Li, 1993) y Fu (Fu, 1997). Estos datos se realizaron con el nimero
total de mutaciones en el programa DNAsp 5.1 (Librado y Rozas, 2009).

7.5.2 Estructura genética

Se calcularon en Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) los indices de diferenciacion
poblacional por medio de Fsr y sus valores de significancia entre las poblaciones usando 1000
permutaciones. Las Fsr pareadas pueden ser usadas como distancias genéticas a corto plazo entre
poblaciones. Cuando el valor del indice de fijacion resulta O, indica que las poblaciones son
genéticamente idénticas (ausencia 0 minima diversidad genética entre las poblaciones); si el valor
indica 1, las poblaciones son genéticamente diferentes (grado méximo de diversidad genética
entre las poblaciones).

Se llevd a cabo un analisis Bayesiano de agrupacion genética sin considerar a priori las
localidades de colecta con el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este
programa estima el numero méas probable de grupos genéticos (K), asi como la asignacion de
cada individuo a determinado grupo genético a partir de su genotipo. Utiliza las cadenas de
Markov con el método de Monte Carlo y estima la verosimilitud de que los datos concuerden con
la hipotesis de K agrupamientos. El analisis se realizd con la matriz concatenada usando
Unicamente los sitios polimorficos. Este formato de nimeros se obtuvo con el programa GenAIlEx
6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Para este analisis se excluyeron dos individuos: uno de la
poblacién de Patzcuaro (PA02) y otro de la poblacion de Omiltemi (OM11) al no tener la
amplificacion completa. Los pardmetros que se usaron para las corridas fueron el modelo de
mezcla (donde se estiman proporciones de mezcla para cada individuo) y frecuencias
relacionadas con 50,000 pasos iniciales de calentamiento seguidos de 100,000 simulaciones. Se
realizaron 10 corridas para cada una de las K supuestas (se us6 K1- K5) para determinar el valor
mas adecuado de K por medio del programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y VonHoldt,
2012).
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7.5.3 Variacion intra e inter poblacional
Se llevé a cabo un anélisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992), el

cual utiliza las frecuencias haplotipicas y el nimero de mutaciones entre haplotipos para calcular
los estadisticos llamados Phi (®, analogos a los estadisticos F para marcadores haploides), que
resumen el grado de diferenciacion entre las divisiones de las poblaciones asociados con
diferentes niveles jerarquicos definidos a priori: dentro de las poblaciones (Phist), entre
poblaciones dentro de los grupos (Phisc) y entre regiones, a través de un procedimiento de
permutaciones no paramétricas. Se realizd con la matriz de genes concatenada utilizando todos
los sitios (variables e invariables) en el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) con 50 000
permutaciones y con el método de distancia de diferencias pareadas. Se calcularon los indices
Phisr como estimadores de las diferencias entre poblaciones. Las regiones utilizadas fueron tres
(de acuerdo a los resultados de las redes de haplotipos, inferencia filogenética y estructura
genética), donde Alvarez y Patzcuaro se contaron como una sola region, Omiltemi y

Tecocomulco como regiones independientes.

7.6 Analisis para establecer las relaciones entre poblaciones
7.6.1 Redes de haplotipos

Una forma de representar las relaciones entre los haplotipos es por medio de redes de
haplotipos. Se calcul6é la red en el programa de Network 5.0 (Bandelt et al., 1999) con el
estimado de Median Joining con los valores predeterminados. Este método permite la
introduccion de vectores medios que representan haplotipos intermedios ausentes a partir del
namero de sustituciones pareadas. EI numero de pasos en las ramas indica la cantidad de
mutaciones entre los haplotipos; mientras mas larga sea, mayor nimero de mutaciones habra. Las
redes se realizaron sin enraizar.
7.6.2 Inferencia filogenética

Las filogenias inferidas a partir de secuencias de ADN mitocondrial representan la
historia hipotética de las secuencias, obtenida por medio de sus eventos mutacionales y de la
diferenciacion de las lineas maternas (Avise et al., 1987). Se realizaron dos tipos de analisis:
Inferencia Bayesiana con el programa de Mr. Bayes 3. 2. 5 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) y
Méaxima Verosimilitud utlizando RAXML GUI (Silvestro y Michalak, 2012) obteniendo un arbol

por gen y por matriz concatenada para cada tipo de método. Los modelos de sustitucion

24



nucleotidica se escogieron por medio de jModel-test 2.1.7 con el Criterio de Informaciéon Akaike
(AIC) (Posada y Crandall, 1998). Para el andlisis Bayesiano se implementaron dos corridas
independientes de 10 millones de generaciones con 4 cadenas de MCMC muestreando cada 10
000 generaciones con una temperatura de 0.1. Se elimind el 25% del burn-in (relburnin). El arbol
usado en este analisis fue el consenso. En el caso de RaxML el modelo de sustitucion que se uso
fue GTR+G para todos los marcadores mitocondriales y se realizé la busqueda de ML+ through
bootstrap con 10 basquedas y 10 000 réplicas de bootstrap.

También se realizo un analisis de Inferencia Bayesiana con el programa de Mr. Bayes 3.
2. 5 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) con la incorporacion de las dos secuencias de D. arboricola
y 14 secuencias de D. eximius (Bryson et al., 2014a) tomadas de DRYAD (Bryson et al., 2014b)
con el unico gen disponible ND4. Los parametros del analisis fueron los mismos que los demas
arboles.

Como grupo externo se utilizéd a un individuo de la especie Dryophytes versicolor para
cada gen (H-ver) obtenido de la base de datos GenBank, NCBI (GenBank Accession Numbers:
HM152329.1, AY831021.1 y AY843682.1).

7.6.3 Distancias genéticas entre clados

El célculo de las distancias genéticas permite estudiar la diferenciacion entre las
poblaciones. De acuerdo a los resultados de las redes de haplotipos, inferencia filogenética y
estructura genética se calcul6 la divergencia entre los clados resultantes con el programa DNASsp
5.1 (Librado y Rozas, 2009) con los valores de Dxy y Da (Nei, 1987). El indice Dxy indica el
namero promedio de sustituciones nucleotidicas por sitio entre poblaciones y el indice Da el
namero de sustituciones nucleotidicas netas por sitio entre poblaciones. Ambos asumen que las
diferencias son causadas por mutacion y deriva genética.

7.6.4 Red con Dryophytes arboricola

Por ultimo se realiz6 una red sin enraizar con el programa Splits Tree 4 (Huson y Bryant,
2006), donde se incorporaron dos secuencias de D. arboricola y 14 secuencias de D. eximius
(Bryson et al., 2014a) tomadas de DRYAD (Bryson et al., 2014b) con el Gnico gen disponible
ND4. La red se realiz6 como Neighbor Net, con el modelo de sustitucion GTR y con 100 réplicas

de bootstrap.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Diversidad genética

Se obtuvieron 60 secuencias (15 por poblacion) de 261 pb para el gen ND4 que
resultaron en 17 haplotipos. La diversidad haplotipica global (h) es de 0.862 y una diversidad
nucleotidica (r) de 0.0224. La poblacion de Alvarez presentd la mayor diversidad haplotipica (h=
0.723) y la menor diversidad se encontr6 en la poblacion de Omiltemi con un h = 0.361 (Cuadro

3). Se encontraron 27 sitios variables (Sn) de los cuales 17 resultaron informativos.

Cuadro 3. Valores de diversidad genética para el gen ND4. Donde h es la diversidad haplotipica
global, & representa la diversidad nucleotidica y k el nimero promedio de diferencias entre

nucleotidos.
Poblacién VaSriitzil(l))sles H:i)(;;)gle)os T h K
Alvarez 8 7 0.0058 0.723 1.504
Omiltemi 2 3 0.0014 0.361 0.380
Patzcuaro 4 4 0.0036 0.638 0.933
Tecocomulco 8 ) 0.0045 0.476 1.180
Total 27 17 0.0224 0.862 5.818

Para el gen Cyt b se amplificaron 60 secuencias (15 por poblacion) con un tamafio de 317
pb, con 24 sitios variables, 17 sitios informativos y 16 haplotipos. La diversidad haplotipica (h)
es de 0.787 y la diversidad nucleotidica (r) es de 0.0211. La mayor diversidad haplotipica se
presento en la poblacion de Tecocomulco con un h = 0.828 y la menor diversidad en la poblacion
de Omiltemi con un h =0 (Cuadro 4).

En caso del gen 16S se obtuvieron 59 secuencias con 509 pb, teniendo 37 sitios variables
de los cuéles 16 sitios fueron informativos. EI nimero total de mutaciones fue 38 y resultaron 21
haplotipos. La diversidad haplotipica (h) es de 0.875 y la diversidad nucleotidica (m) es de
0.0112. La poblacion con mayor diversidad haplotipica es Tecocomulco con un h = 0.780 y la
poblacion con menor diversidad es Alvarez con un h = 0.542 (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Valores de diversidad genética para el gen Cyt b. Donde h es la diversidad haplotipica
global, & representa la diversidad nucleotidica y k el nimero promedio de diferencias entre

nucleotidos.
Poblacién Vasriitz:gies hal;l);)(;t(ii:ios T h k
Alvarez 5 5 0.0028 0.476 0.780
Omiltemi 0 1 0 0 0
Patzcuaro 4 4 0.0023 0.466 0.647
Tecocomulco 15 8 0.0090 0.828 0.251
Total 24 16 0.0211 0.787 5.875

Cuadro 5. Valores de diversidad genética para el gen 16S. Donde h es la diversidad haplotipica
global, & representa la diversidad nucleotidica y k el nimero promedio de diferencias entre

nucleotidos.
Poblacién vasriitz:gies haNp;)(.)t(ilgos T h K
Alvarez 5 4 0.0021 0.542 0.990
Omiltemi 5 4 0.0025 0.666 1.180
Patzcuaro 17 7 0.0055 0.692 2.549
Tecocomulco 15 7 0.0054 0.780 2.514
Total 37 21 0.0112 0.875 5.215

En el andlisis concatenado se utilizaron las 60 secuencias (15 por poblacién) con un total
de 1087 pares de bases. Se observaron 51 sitios polimorficos de los cuéles 34 fueron
informativos. Se obtuvieron 27 haplotipos con una diversidad haplotipica (h) de 0.915 y una
diversidad nucleotidica (x) de 0.0217. La poblacion con mayor diversidad es Tecocomulco
teniendo un h =0.942 y la poblacién menos diversa con un h = 0.361 es Omiltemi (Cuadro 6).

En las pruebas de neutralidad, para el caso del gen ND4, Cyt b y la matriz concatenada la
D de Tajima, D de Fu y Li, F de Fu y Li, y Fs de Fu resultaron no significativas, pero en el gen

16S la D y F de Fu y Li resultaron estadisticamente significativas (P <0.05) (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Valores de diversidad genética para la matriz concatenada. Donde h es la diversidad
haplotipica global, & representa la diversidad nucleotidica y k el nUmero promedio de diferencias
entre nucleotidos.

Sitios No. de

P(,)blaci()n Variables haplotipos T h K
Alvarez 13 10 0.0042 0.85710 2.285
Omiltemi 2 3 0.0007 0.3619 0.380
Patzcuaro 8 5 0.0029 0.7523 1.580
Tecocomulco 23 11 0.0068 0.9428 3.695
Total 51 27 0.0217 0.915 11.693

Cuadro 7. Pruebas de neutralidad para cada gen. * con diferencias significativas.

Gen D de Tajima D de Fuy Li F de Fuy Li Fs de Fu
ND4 0.015 P>0.10 -1.274 P>0.10 -0.961 P>0.10 -1.080
Cytb 0.448 P>0.10 -0.600 P>0.10 -0.265 P>0.10 -0.487
16S -1.201 P>0.10 -3.195* P<0.05  -2.934* P<0.05 -4.561
Concatenado 0.233 P>0.10 -1.076 P>0.10 -0.697 P>0.10 -2.504

8.2 Estructura genética

Los indices Fst pareados indican que las poblaciones mas diferenciadas son Omiltemi y
Tecocomulco con respecto a las otras dos localidades. Las poblaciones que comparten mas
similitud son Alvarez-Patzcuaro (Fst = 0.117), las que presentan mayor diferenciacion son
Omiltemi-Alvarez (Fst = 0.834) y Omiltemi-Péatzcuaro (Fst = 0.838). Entre Omiltemi y
Tecocomulco existe suficiente diferenciacion (Fsr = 0.709) para ser unidades poblacionales
independientes (Cuadro 8).

En la prueba con los genes concatenados se identifico el valor de grupos genéticos con
una K = 3 (-In = -493.85). En el grupo de color morado se tienen a las poblaciones de Alvarez y
Patzcuaro (29 individuos), en el grupo verde se tiene a la poblacion de Omiltemi (14 individuos)
y el grupo rojo representa a la poblacion Tecocomulco con 15 individuos (Figura 12). En la

poblacién de Tecocomulco se encuentra un individuo (TE03) que presenta en mayor proporcion
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informacion genética del grupo Alvarez-Péatzcuaro. También la poblacion de Omiltemi presenta
un individuo (OMO09) con informacion genética del mismo grupo de color morado.

Cuadro 8. Diferenciacion poblacional con indices de Fst (P < 0.05).

Alvarez Patzcuaro Omiltemi Tecocomulco

Alvarez -

Patzcuaro  0.117 (P =0.030) -
Omiltemi 0.834 (P =0.0) 0.838 (P =0.0) -

Tecocomulco 0.685 (P=00)  0.685(P =0.0) 0.709 (P = 0.0) ;

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
| 1 1 1 |
1 1

= 1 . . | 1
Alvarez Patzcuaro Omiltemi Tecocomulco

Figura 12. Estructura genética de cuatro poblaciones de Dryophytes arboricola y D. eximius
estimada por medio del programa STRUCTURE mostrando tres agrupamientos.

8.3 Variacion intra e interpoblacional

El analisis de variacion molecular arroj6, con base en los valores de Phisr, que el mayor
porcentaje de variacion se encuentra entre las tres regiones (70.73%), posteriormente en la
variacién dentro de las poblaciones (25.70%) y la menor variacion se encuentra entre poblaciones
dentro de las regiones (3.57%) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para matriz de genes concatenada
con base en valores de Phist: (P <0.05).

Fuente de gl Suma de Componentes % de P
variacion cuadrados  de la varianza variacion
Entre 2 449.183 11.3026 70.73 0.16401
regiones
Entre 1 12.667 0.5706 3.57 0.02256
poblaciones
dentro de las
regiones
Dentro de 56 230 4.1071 25.70 0
poblaciones
Total 59 691.85 15.9804 100

Indice de fijacion Phigr: 0.7429

8.4 Redes de haplotipos

La red de haplotipos construida con el gen ND4 muestra tres grupos de haplotipos
(haplogrupos). El primero esta conformado por las poblaciones de Alvarez y Patzcuaro, el
segundo por la poblacién de Omiltemi y el tercer haplogrupo por la poblacién de Tecocomulco
(Figura 13). El grupo conformado por la poblacion de Alvarez y Patzcuaro tiene nueve haplotipos
donde siete son exclusivos para Alvarez y los dos restantes son compartidos para ambas
poblaciones (H1 y H4). El grupo conformado por Omiltemi consta de tres haplotipos, el
haplotipo ocho esta presente en 12 individuos, mientras que el haplotipo nueve esté integrado por
dos individuos y el haplotipo 10 sélo con uno. El Gltimo haplogrupo esta constituido por cinco
haplotipos de la poblacion de Tecocomulco donde el haplotipo 13 tiene 11 individuos (Anexo V).

El haplotipo 14 (TE03) que corresponde a un individuo de la poblacion de Tecocomulco
se encuentra separado del resto de su poblacion debido a la ocurrencia de nueve pasos
mutacionales. De forma similar, el haplotipo 11 (PA02) de Patzcuaro presenta mas mutaciones

que lo alejan del grupo formado por Alvarez- Patzcuaro.
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B Avarez Patzcuaro [ Omiltemi [ Tecocomulco

Figura 13. Red de haplotipos para el gen ND4 en Dryophytes arboricola y D. eximius. Las
bandas diagonales entre cada haplotipo representan las mutaciones entre ellos. Los puntos negros
mv (1-3) representan los haplotipos faltantes.

En el gen Cyt b se observé una estructura de red de haplotipos muy similar a la de ND4:
16 haplotipos en tres haplogrupos principales (Figura 14). El grupo conformado principalmente
por las poblaciones de Alvarez y Pétzcuaro tiene ocho haplotipos donde cuatro son exclusivos
para Alvarez, tres para Patzcuaro y un haplotipo central donde convergen las poblaciones de
Alvarez, Péatzcuaro y un individuo de Tecocomulco (TEO03). El segundo grupo esta conformado
por la poblacion de Omiltemi con un Unico haplotipo para todos los individuos. El tercer grupo
estd conformado por la poblacién de Tecocomulco con 14 individuos distribuidos en siete

haplotipos siendo el haplotipo 12 el méas grande del haplogrupo con seis organismos (Anexo V).
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Figura 14. Red de haplotipos para el gen Cyt b en Dryophytes arboricola y D. eximius. Las
bandas diagonales entre cada haplotipo representan las mutaciones entre ellos. Los puntos negros
mv (1, 2) representan los haplotipos faltantes.

En el caso del marcador mitocondrial 16S se observé una estructura diferente a la de los
genes anteriores. El primer haplogrupo estd conformado por las poblaciones de Alvarez y
Patzcuaro y el segundo por la poblacion de Omiltemi y Tecocomulco (Figura 15). En el primer
haplogrupo se encuentran 11 haplotipos donde un haplotipo es central y convergen las
poblaciones de Alvarez y Patzcuaro, seis corresponden a la poblacion de Patzcuaro, tres
haplotipos a la poblacion de Alvarez y un haplotipo a un individuo de Tecocomulco (TE03). El
segundo grupo esta conformado por la poblacion de Omiltemi y Tecocomulco donde se
encuentran cuatro haplotipos para Omiltemi y seis para Tecocomulco. A pesar de que se
encuentran en el mismo grupo, estas poblaciones mantienen su distancia una de otra y no
comparten ningun haplotipo (Anexo V). En esta red, asi como en la de Cyt b, también se observa
al individuo TEO3 (H_6) en el haplogrupo que corresponde a las poblaciones de Alvarez y

Patzcuaro.
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Figura 15. Red de haplotipos para el gen 16S en Dryophytes arboricola 'y D. eximius. Las bandas
diagonales entre cada haplotipo representan las mutaciones entre ellos. Los puntos negros mv
(1, 2) representan los haplotipos faltantes.

Con el analisis concatenado se rescataron los tres haplogrupos formados en los genes de
ND4 y Cyt b (Figura 16). El primer haplogrupo se encontré constituido por tres haplotipos (H_6,
H 8 y H_9), todos individuos de la poblacién de Omiltemi. El segundo haplogrupo esta
constituido por la poblacién de Tecocomulco con 10 haplotipos formando una estructura de
estrella. El tercer haplogrupo esta conformado por las poblaciones de Alvarez y Patzcuaro con un
total de 13 haplotipos donde ocho son exclusivos para Alvarez, tres para Patzcuaro y dos
haplotipos compartidos (Anexo V).

Asi como en la red del gen ND4, el haplotipo 19 (TEO3) que corresponde a un individuo
de la poblacién de Tecocomulco se encuentra separado del resto del haplogrupo por 12 pasos
mutacionales. Lo mismo ocurre con el haplotipo 14 (PA02) de la poblacion de Patzcuaro, que

presenta menos cambios mutacionales y se separa de los individuos de su poblacion.
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Figura 16. Red de haplotipos para analisis concatenado en Dryophytes arboricolay D. eximius.
Las bandas diagonales entre cada haplotipo representan las mutaciones entre ellos. Los puntos
negros mv (1-6) representan los haplotipos faltantes. Arriba de la red se representan las
poblaciones en un mapa.
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8.5 Inferencia filogenética

Los modelos de sustitucion nucleotidica para cada loci fueron los siguientes: para ND4
fue GTR+G, para Cyt b fue HKY+G y para 16S se eligio TPM2uf+G. Los tres modelos se
escogieron por medio del Criterio de Informacion Akaike (AIC) por sus valores de verosimilitud
y con un intervalo de confidencia del 95%.

El andlisis de Inferencia Bayesiana obtenido, basado en el gen ND4 (Figura 17), indica la
presencia de dos clados principales. EI primero es monofilético con una probabilidad posterior de
1y lo constituye la poblacion de Tecocomulco exceptuando al individuo TEO3. El segundo clado
con una probabilidad posterior de 0.984 también es monofilético e incluye dos subclados. Uno de
los subclados incluye a todos los individuos de la poblacién de Omiltemi con una probabilidad
posterior de 1 y a su vez el individuo OM08 y OM12 forman otro pequefio grupo con 0.964 de
probabilidad posterior. El otro subclado es el mas grande ya que incluye a la poblacién de
Alvarez y Patzcuaro con una probabilidad posterior de 0.996. Dentro de este subclado se
encuentra un grupo monofilético con una probabilidad posterior de 0.781 donde se encuentran
todos los individuos excepto PAO02. El individuo TEO3 no se encuentra dentro de ningin grupo,
esta sin resolverse.

Con el anélisis de Maxima Verosimilitud se rescata la misma topologia que con el analisis
Bayesiano (Figura 18). Sin embargo, en el subclado Alvarez-Péatzcuaro se encuentra un pequefio
grupo de dos individuos (AL04 con AL19) que no esta presente en el otro analisis. En este caso
el individuo TEO3 también se encuentra sin resolverse ya que no pertenece a ninguno de los
subclados.

Con el gen Cyt b las topologias resultantes de ambos andlisis fueron iguales por lo que
solo se presenta un arbol con los valores de verosimilitud y de probabilidad posterior (Figura 19).
Asi como en el gen ND4, también se observan dos clados. La poblacion completa de Omiltemi se
encuentra en uno de los clados con una probabilidad posterior de 0.84 y 95 de bootstrap. En el
segundo clado se encuentran dos subclados con una probabilidad posterior de 0.57 y 56 de
bootstrap. Uno de los subclados o compone la poblacion de Tecocomulco, excepto el individuo
TEO3 con una probabilidad posterior de 0.87 y 80 de bootstrap. El otro subclado incluye a la
poblacion de Alvarez, Patzcuaro y el individuo TEO3 con una probabilidad posterior de 0.99 y 95
de bootstrap. En este gen, el individuo TEO3 se encuentra resuelto dentro del clado de Alvarez-

Patzcuaro.
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Figura 17. Arbol de Inferencia Bayesiana para el gen ND4. Los ntimeros indican el valor de la

probabilidad posterior.
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Figura 18. Arbol de Méaxima Verosimilitud para el gen ND4. Los valores en los nodos indican el
soporte de bootstrap, basado en 10 000 réplicas.
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Figura 19. Arbol de consenso para el gen Cyt b. Los valores de la parte superior en los nodos
indican el soporte de bootstrap, basado en 10 000 réplicas. Los niumeros de la parte inferior
indican el valor de la probabilidad posterior.

En el arbol del gen 16S del analisis de Inferencia Bayesiana (Figura 20) hay algunos
cambios respecto a la inclusién de los individuos en los clados. Se observan tres clados: el primer
clado corresponde a la poblacion de Omiltemi pero no se observa como un grupo monofilético.
El segundo clado corresponde a la poblacion de Tecocomulco exceptuando el individuo TEO3
con una probabilidad posterior de 0.699. El Gltimo clado corresponde a la poblacion de Alvarez-
Patzcuaro, al individuo TEO3 y a OMO09 con una probabilidad posterior de 0.73.
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En la topologia resultante con el analisis de Maxima Verosimilitud para el gen 16S
(Figura 21) se observaron valores de verosimilitud muy bajos y muy poca similitud con la
estructura de los tres clados de los genes anteriores. El subclado de Alvarez-Patzcuaro conserva
su estructura, pero el clado de Tecocomulco queda dividido en dos partes sin una estructura clara.
Por otro lado el clado de Omiltemi tampoco presenta una estructura clara y el individuo OMOQ9 se

encuentra separado de la poblacion.

B Tecocomulco —
B Omitemi
B Alvarez y Péatzcuaro 092
1
0.99
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0.86 —
0.69
0.88:

0.002

Figura 20. Arbol de Inferencia Bayesiana para el gen 16S. Los nimeros indican el valor de la
probabilidad posterior.
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Figura 21. Arbol de Maxima Verosimilitud para el gen 16S. Los valores en los nodos indican el
soporte de bootstrap, basado en 10 000 réplicas.
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En el analisis con los genes concatenados se encuentran tres subclados concordantes con
los tres haplogrupos en la red minima (Figura 22). La topologia de los genes ND4 y Cyt b se
vuelve a reflejar en este analisis conjunto. Ambos anélisis (Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana) resultaron concordantes por lo que se presentan estos resultados en un mismo arbol.

Se encontraron dos clados. En un clado se encuentra toda la poblacion de Omiltemi con
una probabilidad posterior de 0.99 y 96 de bootstrap. En este clado se encuentra un grupo de ocho
individuos (OMO03, OM05, OM06, OM07, OM10, OM11, OM13 y OM14) con una probabilidad
posterior de 0.96 y 63 de bootstrap y un grupo pequefio de dos individuos (OMO08 y OM12) con
una probabilidad posterior de 1 y 88 de bootstrap. En el segundo clado se encontraron dos
subclados con una probabilidad posterior de 0.66 y 55 de bootstrap. El primer subclado esta
conformado por la poblacion de Tecocomulco, excepto el individuo TEO3 con una probabilidad
posterior de 1y 86 de bootstrap. El segundo subclado lo conforman las poblaciones de Alvarez-
Patzcuaro con una probabilidad posterior de 1 y un bootstrap de 97. En este arbol el individuo
TEO3 se encuentra dentro del subclado de Alvarez-Patzcuaro.

En el analisis de Inferencia Bayesiana con el gen ND4 y los individuos de Bryson et. al.
(2014a) (Figura 23) se encuentran dos clados. El primer clado, con una probabilidad posterior de
1, formado por la poblacion de Tecocomulco y el linaje de eximia OrS. El segundo clado, con
una probabilidad posterior de 0.95, formado por 3 subclados: el primer subclado (con una
probabilidad posterior de 0.99) compuesto por Alvarez-Patzcuaro y el linaje eximia CMP., el
segundo subclado (con una probabilidad posterior de 0.99) por la poblacién de Omiltemi y los
dos individuos arboricola y el tercer subclado (con una probabilidad posterior de 0.97)

compuesto Unicamente por el linaje OcS.
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Figura 22. Arbol de consenso para la matriz concatenada. Los valores de la parte superior en los
nodos indican el soporte de bootstrap, basado en 10 000 réplicas. Los nimeros de la parte inferior

indican el valor de la probabilidad posterior.
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Figura 23. Arbol de Inferencia Bayesiana para el gen ND4 con los individuos eximia y arboricola
de Bryson et al. (2014b). Los nimeros indican el valor de la probabilidad posterior.
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8.6 Distancias genéticas entre clados

Se obtuvieron valores de divergencia (Dxy) de 0.03 (3%) en los clados de Alvarez-
Patzcuaro con Omiltemi, Alvarez-Péatzcuaro con Tecocomulco y Tecocomulco con Omiltemi
(Cuadro 10). Para los valores de Da en todos los clados se obtuvieron valores de 0.028 (2%). De
acuerdo a las distancias genéticas, esto significa que existe diferencia suficiente para designar a la
poblacion de Omiltemi como una especie diferente (Fouquet et al., 2007).

Cuadro 10. Distancias genéticas (Dxy y Da) entre clados. El indice Dxy indica el nimero
promedio de sustituciones nucleotidicas por sitio entre poblaciones y el indice Da el nimero de
sustituciones nucleotidicas netas por sitio entre poblaciones.

DXY DA
Clado 1 Clado 2 (Nei, 1987) (Nei, 1987)
Alvarez/Patzcuaro Omiltemi 0.030 0.028
Alvarez/Patzcuaro Tecocomulco 0.033 0.028
Tecocomulco Omiltemi 0.032 0.028

8.7 Red con Dryophytes arboricola

La red resultante de Splits Tree4 (Huson y Bryant, 2006) con el gen ND4 incluyé a los
organismos de D. arboricola (arb01, arb02) de Bryson et al. (2014b) dentro del clado de
Omiltemi. Los organismos del linaje eximia OrS se agruparon con el clado de Tecocomulco v el
linaje eximia CMP en el clado de Alvarez-Patzcuaro. El linaje eximia OcS no se agrupo con
ningun clado pero se posiciono como hermano del clado de Omiltemi. Los valores de bootstrap

de las ramas estan estadisticamente soportados (Figura 24).
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Figura 24. Red de Dryophytes arboricola y D. eximius con dos individuos de D. arboricola y tres
linajes de D. eximius de Bryson et al. (2014b). Se observan los cuatro clados resultantes. Se
implement6 Neighbor Net, GTR y 100 réplicas de bootstrap.
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IX. DISCUSION

Para conocer la diversidad entre poblaciones y poder establecer la existencia de flujo
genético es importante incrementar el numero de muestras para de cada una de ellas. Al
incrementar el ndmero de muestras por poblacion se encontraron tres unidades genéticas
independientes: Omiltemi, Tecocomulco y Patzcuaro-Alvarez, llamada Altiplano Mexicano por
Bryson et al. (2014a). Estas unidades fueron consistentes en los diferentes andlisis llevados a
cabo en el estudio, lo que sugiere una fuerte y marcada estructura genética dentro de las
poblaciones de Dryophytes eximius, asi como una diferenciacion de D. arboricola fuera del clado

D. eximia.

9.1 Diversidad genética de Dryophytes arboricola y D. eximius

En este estudio se encontré que existen diferencias entre la diversidad haplotipica y
nucleotidica entre las poblaciones e incluso entre los genes. La diversidad haplotipica (h) fue alta
en todos los genes y en la mayoria de las poblaciones (0.7-0.9) mientras que los valores de
diversidad nucleotidica (m) resultaron bajos (0.01-0.02) (Cuadro 3 a 6) indicando una baja
diferenciacion en la mayoria de los haplotipos (Rivera, 2016). Algo similar se observa en el
estudio de Rodriguez-Tejeda et al. (2014) al trabajar con ocho poblaciones de D. eximius con dos
genes mitocondriales (Cyt b y subunidades 8 y 6 de ATPasa) donde se encontraron niveles altos
en la diversidad haplotipica en todas las poblaciones (h de 0.8 a 1); y niveles bajos en la
diversidad nucleotidica (m de 0.022 a 0.077) en las subpoblaciones de Panuco y Lerma. Explican
que los altos valores de diversidad nucleotidica en las regiones de Magdalena y Balsas (mw de
0.461 y 0.269) probablemente no son confiables, ya que las desviaciones estdndar son altas
debido a un nimero de muestra pequefio (2 y 3 individuos). En el presente estudio se usaron
individuos suficientes por poblacion para que no tener efectos del tamafio de muestra.

Los valores negativos y significativos para la F de Fu y Li, y la Fs de Fu han sido
descritos para poblaciones bajo expansion poblacional (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Estos
datos sugieren que para los valores del gen 16S, las poblaciones de D. eximius podrian estar en
expansion.

En el gen ND4 se detectaron 17 haplotipos, en el gen Cyt b resultaron 16 haplotipos, en el
marcador 16S fueron 21 haplotipos y en el anélisis concatenado se obtuvieron 27 haplotipos.
Mientras que con ND4 la mayor diversidad se encontr6 en la poblacion de Alvarez, con los dos
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genes restantes y el andlisis concatenado la poblacién con mayor diversidad fue Tecocomulco. En
el gen ND4, Cyt b y el andlisis concatenado la poblacién menos diversa fue Omiltemi.

Como se esperaba la poblacion de Omiltemi (D. arboricola) present6 los valores mas
bajos de diversidad haplotipica y nucleotidica de entre las cuatro poblaciones. Esto debido a que

es una especie restringida geograficamente y de poblacion pequefia.

9.2 Estructura y variacion entre las poblaciones de Dryophytes arboricola y D. eximius

Los indices de Fsr pareados indican que las poblaciones mas diferenciadas son Omiltemi
y Tecocomulco. Las poblaciones que comparten mas similitud son Alvarez-Patzcuaro (Fst =
0.117), las que presentan mayor diferenciacion son Omiltemi-Alvarez (Fst = 0.834) y Omiltemi-
Patzcuaro (Fst = 0.838). Las poblaciones de Omiltemi y Tecocomulco presentan suficiente
diferenciacion (Fst = 0.709) entre ellas para ser unidades poblacionales independientes. Valores
muy parecidos (Fst de 0.7 a 0.9) son encontrados en el trabajo de Rodriguez-Tejeda et al. (2014)
donde los clados que més se diferencian uno del otro son el Ay el D. Esto confirma su hipotesis
acerca de las rutas de colonizacion de D. eximius donde el clado A es el clado basal y el clado D
es el gue se encuentra al final de la ruta.

El andlisis de estructura poblacional implementado con el programa STRUCTURE indicé
que el valor de agrupacion genética maxima fue K = 3 (-In = -493.85), donde se observan tres
grupos poblacionales. Alvarez-Patzcuaro es una unidad genética y las poblaciones analizadas son
pequefias y mantienen restriccion de flujo génico aun cuando son distantes geograficamente. La
historia del ADN mitocondrial de las poblaciones indica que las poblaciones locales Alvarez-
Pétzcuaro, Tecocomulco y Omiltemi son reciprocamente monofiléticas mostrando mucho menor
diversidad dentro de las poblaciones que entre las poblaciones (Neigel y Avise, 1986; Avise,
1989).

En el andlisis de varianza molecular (AMOVA) los valores de variaciébn mayores se
obtuvieron entre las regiones Alvarez-Patzcuaro, Omiltemi y Tecocomulco (70.73%; Cuadro 9).
Estos resultados coinciden con el valor del indice de Phisr = 0.742 obtenido, también indican una
fuerte estructura genética poblacional, al haber mayor variacidn entre las poblaciones que dentro
de ellas. Barber (1999b) al trabajar con secuencias de Cyt b de D. arenicolor encontré valores
muy similares de AMOVA entre sus tres clados resultantes (60.4-78.9% entre regiones y 13.9-

30.1% entre las poblaciones). Las poblaciones estudiadas no tienen contacto geografico pero
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mantienen niveles moderados de flujo génico dentro de las regiones. Barber (1999b) sugiere que
los origenes de la estructura filogeogréfica no son simplemente el resultado de la extincion de
poblaciones intermedias en un taxén con dispersion limitada, sino que hay o han habido barreras
que evitaron el movimiento entre estas regiones geograficas resultando en la estructura
filogeografica observada.

En la hipdtesis del presente trabajo se esperaba encontrar una estructura poblacional que
diferenciara a la primera especie (Dryophytes arboricola) plenamente de la segunda (D. eximius)
de acuerdo a la diferenciacion encontrada en los estudios de cantos (Eliosa, 2001; Carrillo, 2009).
Es decir, se esperaban encontrar dos grupos genéticos, uno conformado por las poblaciones de
Alvarez, Patzcuaro y Tecocomulco, y el otro por Omiltemi solo. Sin embargo, se encontraron tres

grupos donde Tecocomulco es tambien una unidad genética.

9.3 Inferencia filogenética entre Dryophytes arboricola y D. eximius

Contrario a lo esperado la poblacion de Tecocomulco se separa del haplogrupo Patzcuaro-
Alvarez, al suponerse que las tres poblaciones se mantendrian juntas para conformar el grupo
Dryophytes eximius, separado de D. arboricola. Pero como se esperaba, Omiltemi es claramente
un haplogrupo independiente. En las cuatro redes se observé una estructura y acomodo muy
similar respecto a los haplogrupos. Sin embargo, como el nimero de haplotipos dentro de las
poblaciones aumenta conforme aumentan los cambios mutacionales, la poblacion de Omiltemi es
la que present6 el menor nimero de haplotipos y por ende menor numero de mutaciones dentro
de su poblacion. ElI gen donde se observo el menor nimero de haplotipos fue Cyt b (16
haplotipos), luego ND4 (17 haplotipos), 16S (21 haplotipos) y por Gltimo la matriz concatenada
(27 haplotipos).

Con la excepcion del gen 16S, en los analisis de inferencia filogenética se generaron
topologias altamente concordantes entre los genes y el analisis concatenado asi como en los dos
métodos de analisis. En todos los arboles se soportaron tres clados diferentes: 1) El clado que
incluye a las poblaciones de Alvarez y Patzcuaro; 2) la poblacion de Omiltemi; y, 3) la poblacion
de Tecocomulco. La posicion de la poblacion de Omiltemi y Tecocomulco varian en los
resultados. ND4 sugiere que Tecocomulco es hermano Omiltemi + Alvarez-Péazcuaro, mientras
que Cyt b y el concatenado indican que Omiltemi es hermano de Tecocomulco + Alvarez-

Patzcuaro. El gen 16S no muestra una solucion con respecto a la posicion de Omiltemi y
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Tecocomulco. El trabajo de Barber (1999a) con Dryophytes arenicolor muestra un patron similar
con el del presente trabajo, en el cual los tres linajes tienen una fuerte estructura filogeogréfica.

Para el individuo TEO3 no se encuentra clara su posicion ya que tiende a agruparse de
manera distinta en los diferentes analisis. Este mismo individuo es el que tiene identidad genética
compartida con el grupo Alvarez-Patzcuaro en el anélisis de STRUCTURE (Figura 12). Este caso
y el ejemplar OMO09 (en menor grado) en Omiltemi son la unica evidencia verdadera de
introgresion observada en el estudio. A excepcion del clado de Tecocomulco, en los clados se
observa un soporte fuerte de bootstrap (> 95), asi como de probabilidad posterior (> 0.99). El
bootstrap fue introducido para obtener estimados de error en situaciones no estandares por medio
de remuestreos en conjuntos de datos para proveer una distribucion en contra de la cual las
hipdtesis podrian ser probadas (Efron, 1979; Soltis y Soltis, 2003). De acuerdo a Felsenstein
(1985), que maneja los valores de bootstrap como medidas de repetibilidad y no como medidas
de exactitud, un valor de bootstrap igual 0 mayor que 95% es estadisticamente significativo e
indica soporte para un clado. Para Hillis y Bull (1993) un valor de bootstrap arriba del 70%
usualmente corresponde al clado real.

Frecuentemente, las poblaciones que abarcan un area de distribucion grande presentan en
la topologia del arbol filogenético, ramas altamente diferenciadas entre las poblaciones. La
diferenciacion genética entre Omiltemi y Tecocomulco con las deméas poblaciones se pudo deber
a la separacion de estas ramas por barreras biogeogréaficas a largo plazo que no permitié el flujo
génico, lo que ocasiond la acumulacion de diferencias entre haplotipos excediendo las observadas
dentro de las poblaciones locales (Avise, 1989). Otra posible explicacion es la extincion de
genotipos intermedios en el rango de distribucion de la especie con dispersiéon y flujo génico
limitados. Por el contrario, las poblaciones de Alvarez y Patzcuaro se mantienen cohesivas en una
unidad genética intermezclada, y a pesar de la distancia, el flujo génico persiste a través de las
distintas poblaciones del Altiplano Mexicano (Bryson et al., 2014a).

Bryson et al. (2014a) analizan los efectos de la introgresion de genes en los linajes
filogeograficos de Hylidae. Dentro de la especie D. eximius se formaron cuatro linajes bien
delimitados geograficamente (Figura 4): eximia DGO (individuos de Durango), eximia CMP
(individuos de la Altiplanice Mexicana), eximia OrS (individuos del sudeste de la Sierra Madre
Oriental) y eximia OcS (individuos del sudeste de la Sierra Madre Occidental). En la inferencia
Bayesiana y la red de Splits Tree incluyendo a las secuencias de Bryson et al. (2014a), el analisis
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aqui presentado, el linaje eximia OrS se agrupa al clado de Tecocomulco, el linaje eximia CMP es
asignado al clado de Alvarez-Patzcuaro, los dos individuos de D. arboricola se encuentran dentro
del clado de Omiltemi, y el linaje eximia OcS como un clado independiente. Estos ultimos tres
clados como grupos hermanos, a diferencia de Bryson et al. (2014a) donde eximia CMP es grupo
hermano de eximia OcS y eximia OrS es grupo hermano de arboricola. Es decir, hay una
discordancia en los resultados entre Bryson et al. (2014a) y el presente estudio. Sin embargo, hay
que recordar que solo se pudo comparar con ese estudio el gen mitocondrial ND4 y que los
resultados de Bryson et al. (2014a) tambien incluyen los genes NADH subunidad 4 + ATP 8y 6
con un total de 1598 pb y genes nucleares. La informacién mitocondrial y nuclear que
encontraron fue discordante evidenciando intogresion en el grupo de D. eximius (Figura 4 y 5).
Los autores se basaron en el arbol de especies con genes nucleares al tener mayor soporte que el
mitocondrial. En el arbol todas las especies de D. eximius forman un clado y otro de los clados lo

constituyen las especies de D. arboricola, D. euphorbiacea y D. plicata.

9.4 Distancias genéticas entre las poblaciones de D. arboricolay D. eximius

El grado de divergencia genética es usado como indicador de que un conjunto de
poblaciones pertenecen a especies diferentes o que varias poblaciones pertenecen a una sola
especie. La distancia genética representa el grado de disimilitud entre dos 0 mas composiciones
genéticas de individuos (Ferguson, 2002).

Los valores de distancia genética derivados a partir del Indice de Identidad de Nei (Nei,
1972) entre especies estrechamente relacionadas presentan frecuentemente valores de 0.1 (10%).
El indice de Nei indica el nimero promedio de sustituciones nucleotidicas por sitio entre
poblaciones. A consecuencia de esto, se han agrupado especies en una sola por presentar un bajo
valor de distancia genética; asi como dividido una especie en varias por presentar valores altos
(Ferguson, 2002).

En el estudio de Barber (1999a) los valores de divergencia entre secuencias (Dxy)
resultaron mucho mas altos que los obtenidos en este, donde entre las poblaciones los valores van
de 0 a 13.7% y el clado tres se cree que esta mas relacionado con las especie de D. eximius que
usaron como grupo externo, indicando que D. arenicolor no tiene un linaje monofilético.

En el estudio de Gergus et al. (2004) al comparar seis poblaciones de D. wrightorum
contra una poblacion de la Ciudad de México de D. eximius por medio de Cyt b, encontraron dos
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haplotipos para D. eximius y siete para D. wrightorum donde el nimero de sustituciones entre las
especies fue de 35. Se encontr6 divergencia respecto a la distancia genética de 0.00 a 0.07 (0-7%)
entre las poblaciones de D. wrightorum y de 0.4 a 0.6 (40-60%) entre las especies de D. eximius e
D. wrightorum. Esta alta divergencia entre las poblaciones de las dos especies soporta la relativa
independencia evolutiva entre estos dos linajes y se sugiere que la especiacion entre ellas se dio
por aislamiento geografico (especies alopatricas). Valores muy altos de divergencia genética
marcan la separacion contundente entre especies, mientras que valores bajos (como es el caso de
este trabajo) solamente podrian indicar la estructuracion y divergencia entre las poblaciones de
una misma especie.

De acuerdo a Fouquet et al. (2007), basado en analisis de aislamiento por distancia, un
valor de distancia genética igual alrededor de 0.03 (3%) podria ayudar a identificar candidatos de
especies en anfibios, especificamente en anuros Neotropicales. Siguiendo este razonamiento los
clados de Omiltemi y Tecocomulco (Dxy= 0.030 y 0.033 respectivamente) representarian
especies diferentes al clado Alvarez-Patzcuaro, e incluso entre ellos (Dxy= 0.032).

Sin embargo, asi como la divergencia genética entre dos poblaciones aisladas toma lugar
gradualmente, se esperaria, en una escala de tiempo ecoldgica, que la especiacion tomaria mucho
tiempo. Un gran numero de eventos de especiacion se dieron hace cuatro millones de afios y la
mayoria de estos eventos pudieron haber ocurrido antes del Pleistoceno (Ferguson, 2002).

Avise et al. (1998) sobre tiempos de especiacion en vertebrados, encontraron para los
grupos de herpetofauna y peces un porcentaje del 25% de divergencia genética mayor en las
poblaciones de una misma especie (filogrupos) que entre comparaciones de especies hermanas.
Esto indica una gran diferenciacion genética entre los filogrupos a traves de periodos largos, pero
sin presentarse algun evento de especiacion entre ellos. El aislamiento genético entre dos
poblaciones no es prueba suficiente para separar una especie de otra, también deben ser

considerados los cambios ecoldgicos y/o de comportamiento en los organismos (Ferguson, 2002).

9.5 Dryophytes arboricola y D. eximius

En 1941 Taylor describié a la especie D. arboricola en los alrededores de Omiltemi,
Guerrero diferenciandola de D. eximius por tener una cabeza mas ancha, la membrana interdigital
mas extendida, extremidades sin marcas oscuras, asi como por carecer de una marca obscura bien

definida a los lados de la cabeza. Debido a su gran diversidad y alto nimero de especies
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endémicas, Omiltemi fue por mas de un siglo la localidad tipo para muchas especies de flora y
fauna en México. Omiltemi es un mosaico donde se encuentran elementos de varios origenes de
distintas edades, ya que la importancia de su riqueza en especies endémicas no solo radica en la
cantidad, sino que éstas constituyen una interesante mezcla biogeografica (Luna y Llorente,
1993).

En 1970 Duellman sinonimiza la especie con D. eximius pero Eliosa (2001) por medio de
analisis acusticos la vuelve a separar como D. arboricola. En el trabajo de Carrillo (2009), que es
antecedente de esta investigacion, se reconoce durante todo el trabajo como poblacion de la
especie D. eximius pero encontrd diferencias importantes poblacionales en el canto de las ranas
de Omiltemi. Actualmente D. arboricola se considera una especie valida restringida al estado de
Guerrero (Omiltemi); sin embargo, no se habian hecho estudios de genética poblacional de la
especie para establecer su unidad genética. Este trabajo constituye el primer estudio de genética
poblacional de la poblacién de Omiltemi.

Desde 1970 Duellman reconoce la posibilidad de que el taxén D. eximius pudiera estar
formado por méas de una especie. Ahora se sabe que las especies que conforman el complejo
Dryophytes eximius comparten caracteristicas tanto morfoldgicas como ecolégicas; sin embargo,
cada especie mantiene su identidad y no constituyen una sola especie.

De acuerdo a Bryson et al. (2014a) la prueba de hibridacion sugiere que D. arboricola y
eximia OrS tuvieron una historia de hibridacién que provee evidencia de una reciente conexion
de estas dos regiones por medio de corredores efimeros de bosques pino-encino durante el
Pleistoceno. A pesar de que en el arbol del presente trabajo D. arboricola y eximia OrS no se
comportan como grupos hermanos, en los resultados de las pruebas de Fsr entre Omiltemi y
Tecocomulco existe suficiente diferenciacion (Fsr = 0.709) para ser unidades poblacionales
independientes y no se encontrd introgresion importante entre ambas poblaciones. Hay que
tomar en cuenta que no se trabajo con los genes nucleares para hacer la comparacion

correspondiente.
9.6 Cantos de Dryophytes arboricola y D. eximius

La variacion intraespecifica en los atributos de los cantos de anuncio de los grupos de D.

eximius y D. arenicolor es comun (Blair, 1960) pero su origen y significado bioldgico ain no esta

52



del todo entendido (Rodriguez-Tejeda et al., 2014). Incluso Duellman (1970, 2001) sugiere que
D. eximius carece de un canto tipico de la especie.

De acuerdo a Carrillo (2009) las poblaciones de Alvarez, Patzcuaro y Tecocomulco estan
en un grupo diferente a la de Omiltemi; las variables de frecuencia dominante y nimero de pulsos
son estaticas para las primeras tres poblaciones. Para Omiltemi las propiedades que resultan
estaticas son la duracién del canto y la frecuencia secundaria (Figura 25).
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Figura 25. Sonogramas para las poblaciones de: a) Alvarez, b) Tecocomulco, c) Patzcuaro y d)
Omiltemi (1= espectrograma, 2= espectro y 3= oscilograma) (Carrillo, 2009).

La imagen del analisis de las variables de los cantos muestra dos grupos bien definidos, el
primero que incluye a las tres poblaciones antes mencionadas con una distribucion clinal para los

dos factores y sin solapamientos en sus valores. Patzcuaro presenta valores positivos altos para
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los dos componentes, Alvarez con valores negativos bajos para el primer factor y valores
positivos para el segundo y Tecocomulco con valores negativos para los dos factores. El segundo
grupo representado por individuos todos de Omiltemi con valores positivos para el primer factor

y negativos para el segundo (Figura 26).
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Figura 26. Gréfico del analisis de Componentes Principales de los cantos (Carrillo, 2009).

Si comparamos el arbol filogenético del analisis concatenado con el gréafico de
Componentes Principales se puede ver la misma separacién de dos grupos: Omiltemi
representando a uno y las otras tres poblaciones representando al otro. Esto quiere decir que si
hay una relacion entre los cantos y la estructura genética a simple vista. Omiltemi tiene un canto

muy diferente respecto a las otras poblaciones que lo hacen formar un grupo independiente.

9.7 (Es Dryophytes arboricola una especie diferente a D. eximius?

El concepto de especie cohesiva de Templeton (1989) dice que las especies corresponden
a grupos de individuos que conservan su similitud morfolégica, ecoldgica, genética, etoldgica y
de historia de vida, a través del flujo genético que ocurre entre ellos. Nuestros resultados de los
anélisis Bayesiano y de Maxima Verosimilitud con datos concatenandos indican que las

poblaciones genéticas de Alvarez y Patzcuaro definen claramente un grupo monofilético
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plenamente distinguible e intermezclado y que corresponde a la especie Dryophytes eximius,
concordando con la evidencia morfologica. Genéticamente Alvarez y Patzcuaro son las
poblaciones que tienen menor diferenciacién de acuerdo a los indices Fsr y el analisis de
Structure (K = 3) muestra que son un grupo genético diferente a Tecocomulco por un lado y a
Omiltemi por el otro. El pocentaje de variacion entre las regiones de Alvarez-Patzcuaro,
Tecocomulco y Omiltemi tienen una fuerte estructuracion (porcentaje de variacion genética entre
regiones = 70.73; p = 0.16401), lo que apoya la separacion entre ellas.

Los datos genéticos apuntan que la poblacion de Omiltemi es una especie distinta debido
a que estructuralmente la conforma un clado diferente en los arboles filogenéticos, las redes de
haplotipos y la red de Splitstree. La probabilidad posterior (0.99) y el valor de Bootstrap (96) en
los arboles filogenéticos la definen plenamente como un clado fuertemente soportado. Las
distancias de Nei Dxy (Nei, 1987) con respecto a los demas taxones tiene mas del 3% de
diferencia que segin Fouquet et al. (2007) es suficiente para designarla como una especie
diferente. Adicionalmente esta especie tiene caracteres morfoldgicos descritos previamente que la
distinguen plenamente de D. eximius y los patrones de canto, son completamente distintos con
esta especie (Eliosa, 2004; Carrillo 2009). Toda esta evidencia nos indica que D. arboricola es
una especie genéticamente, morfolégicamente, geograficamente y conductualmente cohesiva y
diferente a las demas, de acuerdo al concepto de especie de Templeton (1989).

Sin embargo, no podemos decir lo mismo de la poblacion de Tecocomulco cuyo clado
deriva en la base de D. eximius representado por la poblacion de Alvarez y Péatzcuaro. Al igual
que Omiltemi cumple con todas las caracteristicas genéticas para ser considerada una entidad
independiente, pero no cumple con los demas requisitos de cohesividad de Templeton (1989) en
los que la morfologia es idéntica a la de D. eximius, los cantos no se diferencian plenamente con
esta especie, y se distribuyen en la misma region geografica. Esto significa que la poblacién de
Tecocomulco, debe seguir siendo considerada parte de la especie D. eximius, en la que sélo se
cumple uno de los requerimentos de cohesividad. La localidad tipo de D. eximius es Coyoacan,

Ciudad de México, muy cercana a Tecocomulco y le corresponderia el nombre D. eximius.
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X. CONCLUSIONES

La diversidad haplotipica (h) de la especie es alta en todos los genes y en la mayoria de
las poblaciones mientras que los valores de diversidad nucleotidica (1) son bajos indicando baja
diferenciacion en la mayoria de los haplotipos. Omiltemi representd la poblacion con menores
indices de diversidad.

Los analisis de estructuracion poblacional sugieren una fuerte y marcada estructura
genética entre las poblaciones presentando mayor variacion que dentro de ellas. Hay una buena
estructura poblacional en los resultados de este trabajo.

En los andlisis de inferencia filogenética se generaron topologias altamente concordantes
entre los genes y el analisis concatenado. Los individuos se agruparon en tres clados: el primer
clado incluy6 a las poblaciones de Alvarez y Pétzcuaro, el segundo contuvo a Omiltemi y el
tercero a la poblacion de Tecocomulco.

Hay una relacion positiva entre los cantos y la estructura genética entre las especies de
Dryophytes arboricola y D. eximius.

La poblacion de Omiltemi corresponde a la especie Dryophytes arboricola de acuerdo con
el concepto de especie cohesiva de Templeton (1989) en el que la estructura genética esta de
acuerdo con la evidencia del analisis de cantos de Carrillo (2009) y la evidencia morfolégica.
Este trabajo constituye el primer estudio de genética poblacional de la poblacion de Omiltemi (D.

arboricola).
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XII. ANEXOS
ANEXO1
El Citocromo b (Cyt b) es considerado uno de los genes mas Utiles para los analisis

filogenéticos y probablemente es el gen mitocondrial mayor conocido por su estructura y funcion
como producto proteico (Farias et al., 2001; Castresana, 2001). Este gen parece evolucionar a una
velocidad similar en una amplia variedad de organismos vertebrados cerca del 2% en un millén
de afios (Johns y Avise, 1998). El gen mitocondrial Cyt b codifica para una proteina
transmembranal que se localiza en la membrana interna de la mitocondria. Es una de las proteinas
que forman el complejo Il del sistema de fosforilacion oxidativa | (Rivera, 2016) y esta
involucrado en el transporte de electrones en la cadena respiratoria (Esposti et al., 1993; Giraldo
et al., 2011). El gen Cyt b tiene una evolucion tanto lenta como rapida en las posiciones de los
codones, asi como regiones o dominios mas conservados y otros mas variables, sin embargo,
algunos problemas han sido detectados al usar Cyt b incluyendo sesgos de composicion de bases,
variacion de velocidad entre linajes, saturacién en la tercera posicién del coddn y variacién
limitada en la primera y segunda posicion del codon; lo que resulta en poca informacion
filogenética para preguntas evolutivas profundas o en pocos sitios informativos para la tercera
posicién del codon en los niveles de poblacion (Farias et al., 2001).

En el caso del ADN ribosomal, las secuencias son no codificantes por lo que no contienen
informacion para sintetizar proteinas, esto significa que la informacion que tienen se transcribe a
ARN pero no se traduce a proteinas (Carranza, 2002). EI ADN ribosomal se presenta en
repeticiones tdndem formado por tres subunidades altamente conservadas, estas repeticiones se
encuentran a lo largo de todo el genoma y evolucionan concertadamente (Long y Dawid, 1980;
Arnheim et al., 1980; Hillis y Dixon, 1991). Debido a la baja tasa de sustitucion que presentan
estas secuencias resultan ser Utiles en el planteamiento de hipotesis de relaciones filogenéticas en
taxones con tiempos de divergencia muy antiguos. EI ARNr mas estudiado es la pequefia
subunidad del gen nuclear 16-18 ARNI, esto se debe a que la tasa de evolucidn se encuentra entre
las secuencias mas bajas en los organismos actuales y es por eso que ha sido muy atil para
examinar eventos de evolucion antigua (Hillis y Dixon, 1991). ElI gen 16S es un marcador
mitocondrial ribosomal altamente conservado aunque las mutaciones son comunes en algunas
regiones variables que corresponden a loops en la estructura ribosomal del ARN (Vences et al.,
2005). En secuencias alineadas del gen 16S se han observado relativamente pocos sitios variables
incluso desde la divergencia de mamiferos y anfibios, entre los 300 y 400 millones de afios
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(Hillis y Dixon, 1991); es por esto que este gen es potencialmente informativo para dilucidar
genealogias entre taxones que divergieron hace 300 millones de afios (Mindell y Honeycutt,
1990). En anfibios esto asegura una cantidad suficiente de mutaciones entre especies ya que
muchas especies son entidades relativamente viejas (Wilson et al., 1974), debido a esto el gen
16S es suficientemente variable para identificar de manera confiable a la mayoria de las especies
y asignar a nivel de clase y orden, incluso con un mayor potencial que el gen COI (Vences et al.,
2005).

ANEXO I1
Extraccion de ADN.

El protocolo de extraccion de ADN se realiz6 con el kit de DNEASY BLOOD & TISSUE
de QIAGEN de la siguiente manera:

1. Enun tubo de 1.5 ml se colocaron 20 pl de proteinasa K, se agregd un pedazo pequefio de
tejido (Aproximadamente 5 mm) y 200 ul de PBS.

2. Se agreg6 200 pl de buffer AL, se mezcl6 en el vortex y se dejo incubando a 56°C de 3 a
4 horas.

3. Se agregd 200 pl de etanol al 96% y se mezcl6 en el vortex. Se centrifugd por 1 minuto
30 segundos a 8000 rpm (este paso no esta en el protocolo original).

4. Se paso el contenido a un tubo con columna (teniendo cuidado de no tocar el precipitado).
Se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm y se descarto el tubo sin columna.

5. Se pas6 la columna a un tubo de 2 ml y se agregd 500 ul de buffer AWL. Se centrifugo a
la misma velocidad y mismo tiempo.

6. Se descarto el tubo sin columna, se pasé a un nuevo tubo de 2 ml y se agreg6 500 pl de
buffer AW2. Se centrifug6 por 3 minutos a 14000 rpm y se descarto el tubo sin columna.

7. La columna se transfirié a un tubo de 1.5 ml. y se agreg6 80 pl de buffer AE (en el
protocolo original se deja en 150 pl).

8. Se dejo incubando a temperatura ambiente por 20 minutos y finalmente se centrifugo 1

min a 8000 rpm. La muestra se guardé a -20 °C.
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ANEXO III

Purificacion de las muestras para Cyt b

El protocolo para la precipitacion con alcohol fue el siguiente:
1. Secoloco 11.5 pl de agua, 8 pl de NaAc 3M y 8.5 ul de la muestra de PCR en un tubo de

0.5 ml. Se mezcld bien por pipeteo. Se agregaron 80 pl de alcohol al 96% (-20°C) y se

vortexeo.

2. La muestra se incub6 a -20°C por 30 minutos y se centrifug6 por 15 minutos a 10000rpm.

Se retird el sobrenadante por medio de pipeteo y se agregaron 200 ul de alcohol al 70% (a

temperatura ambiente).

3. Se centrifug6 por 10 minutos a 10000 rpm y se retird el sobrenadante por pipeteo.

4. La muestra se dejé secar en la vacudfaga de 10 a 15 minutos y se resuspendié en 6 ul de

buffer AE. Se vortexeo por 20 segundos y se guardd a -20 °C.

ANEXO IV

Purificacion de las muestras para 16S

El protocolo para la purificacion de PCR con kit de Invitrogen fue el siguiente:

1.

Se agregaron cuatro volumenes del Buffer HC (utilizado para eliminar dimeros de
primers) con isopropanol a un volumen de producto de PCR (Aproximadamente 10.5
pl del producto de PCR y 42 ul de B2) y se mezclé bien.

Se paso el contenido a una columna con tubo incluida en el kit, se centrifug6 por 1
minuto a 10000 rpm y se desechd el liquido del tubo.

Se agreg6 650 ul del buffer de lavado con alcohol a la columna y se centrifugé al
mismo tiempo y misma velocidad desechando el liquido del tubo.

Se volvio a centrifugar la columna a 14000 rpm por 3 minutos para remover cualquier
residuo del buffer de lavado. Se coloco la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml y se
colocé 20 ul de buffer de elucion en el centro de la columna.

La columna se incubd por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd por 2
minutos a 14000 rpm.

Se desechd la columna, el tubo contiene la muestra de PCR purificada. Se guardo a -
20 °C.
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ANEXO V

Conformacion de los haplotipos del gen ND4

Haplotipo | No. de individuos Individuos

H 1 13 ALO1, ALO2, ALO3, AL10, AL11,

AL13, AL16, AL18, PA0O4, PAQG,
PAOS, PAQ9, PA13

H 2 1 ALO4

H 3 1 ALQ9

H 4 10 AL12, AL17, PAOL, PAO3, PAOS,
PAOQ7, PA10, PA1l, PA12, PA14

H 5 1 AL14

H 6 1 AL15

H 7 1 AL19

H 8 12 OMO01, OMO02, OM03, OM04, OMO05,

OMO06, OM07, OM09, OM10, OM11,
OM13, OM14

H 9 2 OMO08, OM12

H 10 1 OM15

H 11 1 PAQ2

H 12 1 PA15

H 13 11 TEO1, TEO2, TEO5, TEO6, TEQ7, TEQ9,
TE10, TE11, TE13, TE14, TE15

H 14 1 TEO3

H 15 1 TEO4

H 16 1 TEOS8

H 17 1 TE12
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Conformacion de los haplotipos del gen Cyt b

Haplotipo | No. de individuos Individuos
H 1 23 ALO1, ALO3, ALO9, AL10, AL11,
AL12, AL13, AL14, AL15, AL1S,
AL19, PAO1, PAO3, PAO4, PAOS,
PAO6, PAOS, PA09, PA10, PA12,PA13,
PA14, TEO3
H 2 1 ALO2
H 3 1 ALO4
H 4 1 AL16
H S 1 AL17
H_6 15 OMO01-OM15
H 7 1 PAO2
H 8 2 PAO7, PAll
H 9 1 PA15
H_ 10 1 TEO1
H 11 1 TEO2
H 12 6 TEO4, TEO5, TEOS, TE10, TE12, TE13
H_13 1 TEO6
H 14 1 TEO7
H_15 1 TEO9
H_16 3 TE11, TE14, TE15
Conformacion de los haplotipos del gen 16S
Haplotipo | No. de individuos Individuos
H 1 1 ALO1
H 2 18 ALO2, ALO3, ALO4, AL09, AL11,

AL13, AL14, AL15, AL16, AL1S,
PAO1, PAO6 ,PAQO7, PAOS, PAQY, PA10,
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PAll, PA15

H 3 1 AL10

H_4 3 AL12, AL17, AL19

H 5 7 TEO1, TE02, TEO5, TEO7, TE10, TE12,
TE13

H 6 1 TEO3

H_7 1 TE04

H 8 1 TEO06

H9 2 TEO08, TE15

H_10 1 TEO09

H_11 2 TE11, TE14

H_12 4 OMO1, OM02, OM04, OM15

H_13 8 OM03, OM05, OM06, OMO07, OM10,

OM11, OM13, OM14

H_14 2 OMO08, OM12

H_15 1 OMO09

H_16 1 PAO3

H_17 1 PA04

H_18 1 PAO5

H_19 1 PAL2

H_20 1 PA13

H 21 1 PAL4

Conformacion de los haplotipos del analisis concatenado

Haplotipo | No. de individuos Individuos
H 1 11 ALO1, ALO3, AL10, AL11, AL13,
AL18, PAO4, PAOG, PAOS, PAQY, PA13
H 2 1 ALO02
H 3 1 ALO4
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H 4 1 AL09

H 5 7 AL12, PAO1, PA03, PA05, PA10,
PA12, PA14

H_6 1 AL14

H_7 1 AL15

H_8 1 AL16

H 9 1 AL17

H_10 1 AL19

H_11 12 OMO1, OM02, OM03, OMO04,

OMO05,0M06, OMO07, OM09, OM10,
OM11, OM13, OM14

H_12 2 OMO08, OM12

H_13 1 OM15

H_14 1 PA02

H_15 2 PA07, PA11

H_16 1 PA15

H_17 1 TEOL

H_18 1 TEO2

H_19 1 TEO3

H_20 1 TEO04

H 21 3 TEO05, TE10, TE13

H 22 1 TEO06

H 23 1 TEO7

H 24 1 TEO8

H_25 1 TE09

H_26 3 TE11, TE14, TE15

H 27 1 TE12
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