UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

ECOLOGIA EVOLUTIVA DE LA PARTENOGENESIS CICLICA EN
UN ROTIFERO EN UN AMBIENTE POCO VARIABLE

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

ANA GABRIELA CRUZ CRUZ

AN DIRECTOR DE TESIS:

Q I:]: DR. JORGE CIROS PEREZ
/

Los Reyes, Iztacala, Edo. de México, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autonoma de México y a la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, por
la formacion y conocimientos que me han brindado.

Al Proyecto PAPIIT (IN-222916), al CONACYT, por los apoyos econdmicos en las diferentes etapas
de la tesis, para la

Le agradezco sinceramente al Dr. Jorge Ciros Pérez, por el crecimiento académico que logre con sus
asesorias. Gracias por haber tenido la confianza de depositar en mi' y por dirigir exitosamente este
trabajo.

A los miembros de mi comité tutoral y jurado para examen de grado: Dra. Elizabeth Ortega
Mayagoitia, Dr. Jorge Eduardo Campos Contreras, Dr. Alfonso Lugo Vazquez, Mtra. Nohemi Dimas
Flores, por sus valiosos y acertados comentarios en la realizacion de este trabajo de investigacion,
por el tiempo dedicado a la mejora de este.

Al Dr. José Arturo Alcdntara Rodriguez por su apoyo brindado para la mejora de este trabajo.

A todas las personas con las que convivi del PILT, investigadores, alumnos y estudiantes, todos y
cada uno de ustedes aportaron al desarrollo del presente trabajo.



Dedicatorias

A mis padres, por el apoyo y comprension que siempre me han brindado en el desarrollo de mi vida
académica, por su motivacion, interés y respaldo en todo momento.

A mi hermana, que me dio un propdsito para mejorar constantemente, por tu manera de ser tan
contraste y complementaria con la mia.

A mi familia, quienes desde el inicio de esta aventura me dieron toda la confianza que pudiera
albergar en su ser.

A mis amigos de la licenciatura: Erika, lvan y Rodrigo, con quienes he pasado momentos alegres y
no tanto y de quienes aprendi cosas que jamds olvidaré.



Contenido

RESUMEBN ... e 5
1o o [N oo o] o DT TP PPPPPPRRRPR 7
HIDOTESIS. ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e e bbb e e e e e as 14
ODJELIVOS ... 15
(0] o 1=y a1V o T CT=] o 1T =1 15
(0] o 1YV T nF= T ¥ (ol U P T <L 15
Area y eSpecie d€ ESIUAIO .........ccecuieveieeeeeieeeeeete ettt 16
IMIEEOTOS ...ttt 20
Establecimiento y mantenimiento de las poblaciones experimentales .........ccccevvnennee. 20
Induccién de mixis asociada a la densidad poblacional .......cccooviiiiiiiii 23
FAY oI YL E F a1 o o] o =Tl L3 26
Analisis de divergencia GENETICA v.u.iiui i e 29
RESUITATOS ...ttt 32
Respuesta de mixis a la densidad poblacional........ccccouiiiiiiiiii e, 32
FAY g =Y R R AV o] o] (o =4 olo 13 35
Analisis de divergencia GENETICA v.uiiuiiiui e e e e e e e e e ean 40
91T U £ (o o SRR 42
Crecimiento poblacional e inversion reproductiva .....ccceveeieeivii i 42
Divergencia morfoldgica y GENETICA...uuu i e 49
Consideraciones fINAlES .....uuu i 50
CONCIUSIONES ... 52

1 (Y 2= LU0 [ = W 03] £= 1o - UUR TR TP 54



Resumen
La respuesta de mixis puede variar significativamente entre diferentes clones en rotiferos

del género Brachionus, esto puede ser importante ecolégicamente ya que dependiendo
del escenario ambiental una u otra estrategia puede verse favorecida. Analisis recientes
del banco de huevos diapausicos sugieren que las caracteristicas ambientales del lago
Alchichica (Puebla; Zmax 64 m) no son adecuadas para la eclosion de estas estructuras. Por
lo cual, se puede hipotetizar que estas presiones de seleccidn reducen la probabilidad de
induccion de mixis, asi, es de esperarse un incremento de la fase asexual en individuos
gue habitan regularmente la columna de agua. Por el contrario, los individuos
eclosionados de los huevos diapdusicos deberdn tener una mayor tendencia a inducir la
reproduccién sexual. En caso de existir diferencias en los patrones de reproduccién de las
poblaciones nominales, también es de esperarse que existan diferencias genéticas y
fenéticas (morfologia, eficacia bioldgica). Se recolectaron muestras vivas de zooplancton
en columna de agua y en sedimentos para analizar si existen patrones de induccion sexual
diferencial entre las poblaciones activa (planctdnica) vs. latente (huevos diapdusicos). Se
obtuvieron 8 clones de cada poblacion nominal y se realizaron experimentos de
crecimiento poblacional en condiciones controladas de laboratorio para analizar la
densidad inicial y momento de induccién de la mixis, asi como los patrones de crecimiento
poblacional y de inversidon reproductiva. Adicionalmente, se hicieron analisis de
morfologia geométrica y con marcadores moleculares neutrales para evaluar la posible
divergencia interpoblacional. Los resultados obtenidos muestran que hay rasgos
poblacionales significativamente diferentes entre las poblaciones, la poblacién activa

induciendo la mixis a densidades mds altas y de manera mas tardia, y alcanzando



capacidades de carga menores, mientras que la poblacién latente indujo la reproduccion
sexual a densidades mds bajas y de manera temprana con capacidades de carga mayores,
pero con tasas de crecimiento muy similares para ambas poblaciones. Ademas, se
observaron diferencias significativas en su morfologia, la poblacién activa con fenotipos
mas pequefios que la poblacién latente. Sin embargo, a pesar de que se encontraron
genotipos particulares entre poblaciones, el analisis no evidencié alguna estructura
genética clara entre las poblaciones. Con el conjunto de evidencias recabadas se concluye
gue existen por lo menos dos fenotipos con estrategias de historia de vida diferentes,
pero ambas con potenciales aparentemente eficaces, para hacer frente a las condiciones
en este tipo de lago (i.e., estable —monomictico-calido-, oligotréfico, profundo, con
sedimentos anodxicos y obscuros), los genotipos de la poblacién activa como aquellos de la
poblacion latente realmente se comportan como subpoblaciones con dindmicas

relativamente independientes producto de presiones de seleccién divergentes.

Palabras clave: partenogénesis ciclica, rotiferos, historias de vida, lagos profundos,

ecologia evolutiva.



Introduccion

La diapausa es un rasgo que se encuentra en el ciclo de vida de muchos organismos. Es
una caracteristica que tiene importantes implicaciones desde un punto de vista
demografico y evolutivo. Los individuos que entran en diapausa generalmente quedan
protegidos contra las condiciones adversas del ambiente en ese momento particular

(Schroder & Gilbert, 2004).

Los rotiferos monogonontes son un grupo de organismos que tienen diapausa en su
historia de vida, el tipo de reproduccion que presentan es llamado partenogénesis ciclica.
Un ciclo de crecimiento tipico para estos organismos comienza con la eclosién de huevos
diapausicos en el sedimento que dan lugar a hembras asexuales (amicticas; Fig. 1). Estas
hembras son diploides y se reproducen por partenogénesis ameidtica, que da lugar a hijas
gue son genéticamente idénticas a sus progenitoras, salvo en el caso de que se produzcan
mutaciones (Stelzer & Snell, 2003). Durante esta fase de propagacién clonal, las
poblaciones de rotiferos presentan altas tasas de crecimiento poblacional lo que les
permite colonizar rapidamente el habitat. No obstante, como respuesta a cambios que
eventualmente ocurren en determinadas condiciones ambientales (p. ej., fotoperiodo,

temperatura, dieta o hacinamiento) se induce la fase sexual o mixis (Stelzer & Snell, 2003).

La mixis comienza cuando algunos huevos partenogenéticos diploides (producidos por las
hembras asexuales) se desarrollan para producir hembras sexuales (micticas) diploides
gue produciran por meiosis huevos haploides. Si estos huevos no son fecundados, se

desarrollaran como machos haploides. Pero, si ya hay machos en la poblacién y las



hembras son fecundadas, se produciran huevos diploides que entran en estado de
diapausa, permitiendo su supervivencia en las condiciones adversas mediante la

formacién de banco de huevos de resistencia (Caceres, 1997).
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Figura 1. Ciclo de vida de Brachionus grupo plicatilis, modificado de Ciros-Pérez (2001).

La mayoria de los aspectos del ciclo de vida de los rotiferos esta estrechamente regulada,
especialmente la reproduccion. Caracteristicas como la induccion, la velocidad, la duracidn
y de la reproduccién estan estrechamente controladas, como se confirma en numerosos
experimentos de tabla de vida con varias especies de rotiferos. La razén de esta estricta
regulacién es que el momento en que ocurre la reproduccién en el ciclo de vida tiene

efectos importantes en la eficacia bioldgica de las poblaciones (véase, Serra et al., 2003).

Los rotiferos utilizan sefiales que regulan muchos aspectos de su ciclo de vida, se basan

principalmente en sefales quimicas y mecanicas para detectar su entorno (Snell, 1998).



Un conjunto de sefiales externas (feromonas) coordinan la actividad en las poblaciones,
mientras que las sefiales internas (hormonas) coordinan las respuestas fisioldgicas dentro
de los individuos. La feromona de reconocimiento de pareja (MRP) es un ejemplo de una
feromona reproductiva que induce el comportamiento de apareamiento en los

braquidnidos machos (Snell, 1998).

Varias especies inician la mixis (reproduccién sexual) en respuesta al hacinamiento,
incluida la mayoria de las especies de Brachionus (Gilbert, 2004). La respuesta a las
sefiales de mixis puede ser modificada por factores enddgenos y exdgenos. Los factores
que inducen la produccién de hembras micticas son aun muy poco conocidos para la
mayoria de las especies, estos incluyen el fotoperiodo en especies de Notommata vy
Trichocerca, o la ingesta de a-tocoferol en la comida de algunas especies del género

Asplanchna (Gilbert, 1980).

La induccién de mixis en el género Brachionus es dependiente de la densidad (Gilbert,
1977). A densidades de poblacion bajas, las hembras se reproducen asexualmente.
Conforme la poblacién crece cerca de un umbral de densidad critico, las hembras micticas
aparecen vy la reproduccion sexual se inicia. La densidad poblacional afecta la produccion
de hembras micticas en las especies B. plicatilis y B. calyciflorus (Pourriot & Snell, 1983),
asi como en Epiphanes brachionus (Pourriot & Rougier, 1999), B. angularis, E. senta y

Rhinoglena frontales (Schroder & Gilbert, 2004).

El modelo general para explicar la respuesta de hacinamiento es que los rotiferos excretan

una variedad de compuestos en el medio produciendo un “medio acondicionado” cuya



composicion quimica ha sido analizada. Snell et al. (2006) demostraron que la sefial que
induce la mixis en B. manjavacas es una proteina, a la que designaron como proteina
inductora de mixis (MIP), la cual tiene un peso molecular de 22 kDa y es la primera
molécula candidata a ser la feromona responsable de este cambio en el ciclo de vida

(Snell, 2017).

Snell (2011) propuso un modelo de sefalizacién reproductiva en monogonontes y la
hipdtesis de la existencia de un receptor MIP en la corona de las hembras. Este receptor al
unirse al MIP inicia una ruta de transduccién de sefiales que estimulaba la biosintesis de
esteroides que a su vez regulan directamente la maduracidn de los ovocitos, para permitir

asi la reproduccién mictica.

La induccién de la mixis en hembras conespecificas cuando se encuentran en densidades
poblacionales altas ha sido considerada como un factor adaptativo en muchos aspectos.
Primero, se ha argumentado que las densidades altas incrementan la probabilidad de
encuentros macho-hembra, el cual es aleatorio y depende de que los machos reconozcan
a las hembras una vez que entran en contacto con ellas (Snell, 1998). Segundo, si se
alcanzan densidades altas por reproduccion amictica, y subsecuentemente se cambia al
modo de reproduccién mictica a una tasa de fertilizacién alta, se producirdn mas huevos
de resistencia simplemente porque el nimero de hembras sexuales sera mas alto (Snell &

Boyer, 1988; Serra & King, 1999).

Se ha argumentado que las densidades de poblacién altas pueden llevar a la

sobreexplotacién de los recursos alimenticios y por lo tanto causar deterioro en un futuro



cercano (Carmona & Serra, 1993; Ciros-Pérez et al., 2002). En este caso, el incremento de
las densidades puede llevar a la produccién de huevos de resistencia en anticipacién del
deterioro del habitat. Sin embargo, los umbrales de densidad que inducen la mixis estan
muy por debajo de lo observado en las densidades de poblacion maxima (Gilbert, 2002;
Gilbert & Schroéder, 2004), lo que indica que los huevos de resistencia deben ser
producidos cuando los recursos alimenticios son aln abundantes. Ademas, se sabe que a
pesar de que el hacinamiento induce la mixis, no es claro que esté asociado con la
reduccion de la fecundidad (Schroder & Gilbert, 2004). De acuerdo con estos
descubrimientos, la reproduccién mictica y la produccién de huevos de resistencia son
mas probables de ocurrir bajo condiciones aun favorables, mucho antes de que se
deteriore el habitat y que las condiciones se vuelvan desfavorables para el crecimiento de
la poblacion, por lo que el alcanzar una densidad poblacional umbral, deberia funcionar
como un factor proximal, mas que un factor ultimo. Asi, no se puede descartar la
posibilidad de que la falta de alimento asociada con al deterioro inminente del habitat
pueda influir directamente en el patrén de seleccion que regula la reproduccidon mictica en

el ciclo de vida partenogenético ciclico.

Los lagos oligotroficos profundos muestran un conjunto de caracteristicas que crean
presiones conflictivas para las poblaciones de los animales pelagicos que constituyen el
zooplancton. Generalmente, debido a la escasez de nutrientes, la biomasa de productores
primarios (fitoplancton) en la columna de agua es baja, permitiendo que la luz penetre

profundamente en la columna de agua. El escenario de baja disponibilidad de recursos y



alta incidencia de luz representa problemas importantes para la supervivencia del

zooplancton (Ciros-Pérez et al., 2015).

El zooplancton del lago Alchichica como caso de estudio

El lago Alchichica es un lago crater profundo, salino, ubicado en el sureste del Altiplano
Mexicano (véase descripcién detallada en area de estudio), el cual se caracteriza por tener
poca diversidad bioldgica en comparacién con la observada en otros sistemas acuaticos. El
zooplancton esta constituido basicamente por tres especies, un copépodo calanoideo vy
dos especies de rotiferos (Lugo et al., 1999; Montiel-Martinez et al. 2008), las cuales no
siguen una sucesion predecible cada afio, a diferencia de lo que ocurre con las condiciones
abidticas, representadas principalmente por un ciclo de estratificacion-mezcla anual
(Ortega-Mayagoitia et al., 2011; Ciros-Pérez et al., 2015). El lago se mezcla durante la
época seca y fria del afio (invierno hemisférico), por lo que se clasifica como un lago
monomictico calido (Alcocer et al., 2000). Analisis recientes del banco de huevos de
resistencia de los organismos zooplanctdnicos del lago Alchichica (Dimas-Flores et al.,
manuscrito en preparacién), han sefalado que dada la naturaleza de este lago profundo,
oligotréfico, con sedimentos en permanente oscuridad y anoxia, representa un escenario
inhdspito para este tipo de estructuras diapdusicas, lo cual se ve reflejado en que solo
existen huevos de resistencia del rotifero Brachionus grupo plicatilis, y no de las otras
especies, los cuales, ademas, tienen un periodo relativamente corto de viabilidad en los

sedimentos (<10 afos; Ayala-Arce, 2006).



Ademas, se sabe que en las zonas poco profundas del lago (zona litoral) la viabilidad de
estas estructuras es aun menor, donde, dada la alta diversidad de organismos bentdnicos
(Peralta et al., 2002) es de esperarse una tasa de depredacién alta. Adicionalmente, se
sabe que la produccion de huevos de resistencia en estos rotiferos es muy costosa en
términos energéticos, y que existe una alta probabilidad de supervivencia de los huevos
subitaneos (amicticos) después de ser depredados por peces (Dimas-Flores et al,
comunicacidon personal). De acuerdo con este escenario, es ldgico preguntarse: ¢Es la
mixis una buena estrategia del zooplancton para evadir las condiciones desfavorables en

este tipo de ambientes tan demandantes?

La selecciéon de la reproduccién sexual temprana ocurre de manera mas intensa en
poblaciones de lagos temporales a diferencia de las poblaciones estacionales de lagos
profundos (Schréder, 2005). Las variantes que habitan ambientes estables tienden a una
menor frecuencia de reproduccién sexual, invirtiendo mas en crecimiento poblacional
partenogenético; de manera que la induccién de la mixis solo deberia ocurrir en

condiciones de densidades poblacionales relativamente altas (Serra, 1999).

Dadas las caracteristicas particulares en las que viven los rotiferos de Alchichica, es de
esperarse que sus rasgos de historia de vida se vean sometidos a compromisos para
subsistir a corto y a largo plazo en el lago, por lo que la alternancia entre la reproduccion
asexual y sexual debe tener costos y beneficios que conducen a una diversificacién dentro
de la poblacion debida a la seleccion natural (Tobler et al., 2008), que amerita ser

dilucidada.



De acuerdo con este escenario, y a que se cuenta con abundante informacion ecoldgica de
las poblaciones zooplanctdnicas de Alchichica (Lugo et al., 1999; Montiel-Martinez et al.
2008; Ortega-Mayagoitia et al., 2011; Alcantara-Rodriguez et al., 2012; Ciros-Pérez et al.,
2015), este sistema natural se vuelve un modelo de estudio importante para comprender
mejor los procesos ecoldgicos y evolutivos que determinan la estructura y dinamica de las
comunidades acuaticas en un sistema tropical por lo que, el conocimiento que se genere,
eventualmente puede ser extrapolado para comprender otros sistemas ecoldgicos

similares.

Hipotesis

Si los rotiferos Brachionus grupo plicatilis que habitan el lago Alchichica se han sometido a
presiones de seleccién que reducen la probabilidad de induccién de mixis, es de esperarse
un incremento de la fase asexual en individuos que habitan regularmente la columna de
agua. Por el contrario, los individuos eclosionados de los huevos diapdusicos deberan

tener una mayor tendencia a inducir la reproduccién sexual.

Dadas las diferencias en los patrones de reproduccién de las poblaciones nominales,
“poblacién latente” (individuos que habitan la columna de agua) y “poblacién activa”
(individuos eclosionados de huevos diapausicos) es de esperarse que existan diferencias

genéticas (marcadores moleculares) y fenéticas (morfologia y eficacia bioldgica).



Objetivos

Objetivo General

Comparar los patrones reproductivos, rasgos de crecimiento poblacional, morfologia y
genética entre individuos clonales del rotifero B. grupo plicatilis obtenidos de la columna
de agua vs. aquellos obtenidos del banco de huevos de resistencia (denominadas

poblaciones activa vs. latente).

Objetivos Particulares
e Caracterizar y comparar los patrones de induccion de mixis asociados a la

densidad poblacional en diversas variantes clonales del rotifero B. grupo

plicatilis provenientes de la poblacion activa vs. la poblacion latente.

e Analizar la divergencia morfolégica interclonal utilizando morfologia geométrica

con la finalidad de evaluar la posible divergencia interpoblacional.

e Analizar la divergencia genética por medio de marcadores neutrales con la

finalidad de evaluar la posible divergencia interpoblacional.



Areay especie de estudio

Alchichica es un lago crater que se encuentra entre los estados de Puebla y Veracruz, las
coordenadas geograficas son 19°24'22” N y 97°23’52” W, a una altitud de 2,345 m s.n.m.
Tiene una forma semicircular, es uno de los lagos naturales mas profundos en México, con
una profundidad mdéxima cercana a los 62 m y una profundidad media de 40.9 m, tiene
pendientes abruptas desde la orilla, un didmetro de 1.8 km, un area de 2.3 km?, un
volumen de 9.4 x 10’ m3 y un perimetro de 5.06 km. La zona litoral tiene un &rea

aproximada del 1% del area superficial del lago (Figura 2; Filonov et al., 2006).

Sus aguas provienen principalmente del manto fredtico y en menor proporcién de la
escorrentia de lluvia hacia el agua superficial o subsuperficial. Alchichica presenta aguas
hiposalinas (8.7 + 0.29 g L'!) y un pH basico que fluctia entre 8.7 a 9.2. Este lago sigue el
tipico patrén estacional de un cuerpo monomictico cdlido, mezcldandose completamente a
una temperatura entre 14.2 y 15°C, aproximadamente a partir de finales de diciembre o
principios de enero y finalizando en marzo. La estratificacidn se extiende al resto del afio

(Macek et al., 2009).

Durante los periodos de estratificacidn, el oxigeno disuelto (OD) en los primeros 20 m es
bastante estable. La sobresaturacién se alcanza durante la estratificacién temprana.
Durante la estratificacion bien establecida el OD disminuye rdpidamente en la zona
superior de la termoclina llegando a valores < 0.2 mg L' a pocos metros por debajo del
metalimnion. El hipolimnion es completamente andxico de mayo a diciembre (Macek et

al., 2009).



De acuerdo con la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la zona eufdtica (> 1% PAR)
varia de 15 a 20 m durante la mezcla y hasta los 35 m durante la estratificacién,
encontrando frecuentemente sus limites en el metalimnion (Macek et al., 2009; Ciros-
Pérez et al., 2015). Este lago se clasifica como oligo-mesotrofico, con concentraciones
promedio de clorofila a en la columna de agua de 5 pg L%, aproximadamente. Las mayores
concentraciones (>10 pg L) se alcanzan en enero, coincidiendo con la mixis, o en el
metalimnion en la época de estratificacion plena (Macek et al., 2009; Ortega-Mayagoitia

etal., 2011).

En el lago Alchichica se encuentran dos especies de rotiferos de hdbitos peldgicos,
Brachionus sp. ‘México’ (del complejo B. plicatilis; Alcantara-Rodriguez et al., 2012; Mills
et al., 2017) y Hexarthra jenkinae (Lugo et al., 1999), los cuales se presentan en periodos
intermitentes. Una especie de copépodo calanoideo (Leptodiaptomus garciai; Montiel-
Martinez et al., 2008) presente a lo largo del ano, con densidades que varian entre la
temporada de circulacidn y estratificacion (de 497 a 2 ind. L%, respectivamente) siendo
mas abundante después de los florecimientos de diatomeas y cianoficeas (Ortega-
Mayagoitia et al., 2011). En la columna de agua también se encuentran una especie de
copépodo ciclopoide (Tropocyclops sp.), aunque aparece esporadicamente en bajas
densidades. El depredador superior en la zona pelagica es el pez planctivoro Poblana
alchichicana, el cual es muy abundante en primavera (Alcocer et al., 2009; Ciros-Pérez et

al., 2015).
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Figura 2. Localizacion geografica del Lago Alchichica dentro de la Republica Mexicana, curvas batimétricas

del lago (tomado y modificado de Filonov et al., 2006).
Recientemente, Alcantara-Rodriguez et al. (2012) realizaron un analisis comparado de las
poblaciones de los rotiferos B. grupo plicatilis que sélo habita en los lagos de la Cuenca
Oriental, México (Alchichica, Atexcac y La Preciosa), en el que describen que las
poblaciones que habitan estos lagos presentan diferencias en su intervalo de adaptacion,
pero que pueden reproducirse entre ellas sin problemas aparentes, pero no con

individuos provenientes de otras especies filogenéticamente cercanas. Con ayuda del gen



mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COl) y del gen nuclear Espaciador
Transcribible Interno 1 (ITS1), se llegd a la conclusién de que estas tres poblaciones son
una sola especie que aun no ha sido descrita y dentro de B. grupo plicatilis pertenece al
clado de tamafio intermedio SM (Small-Medium; Alcantara-Rodriguez et al. 2012; Mills et

al., 2017). Esta especie microendémica es denominada por el momento B. sp. ‘México’.

Adicionalmente, con el objetivo de analizar la divergencia intra e interpoblacional de B. sp.
‘México’, J. A. Alcantara-Rodriguez y J. Ciros Pérez (datos no publicados) realizaron un
analisis gendmico, por medio de Genotipicacién por Secuenciacion (GBS) la cual consiste
en la utilizacion de enzimas de restriccion para reducir el genoma y adaptadores
especiales que permiten la secuenciacién masiva (Davey et al., 2011). Este analisis se
centra en la comparacidon de las secuencias genéticas de los individuos en busca de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs). Los SNPs representan variaciones genéticas
localizadas a lo largo de todo el genoma, tanto en genes estructurales como en regiones
no codificantes. Los polimorfismos se distinguen terminolégicamente de las mutaciones
por su frecuencia. Las formas alternativas de los polimorfismos (alelos) son mas
frecuentes que las mutaciones; esto es, tienen una frecuencia mayor al 1% en la poblacién
de estudio (Kumar et al., 2014), y no se modifican mucho de una generacion a otra, por
ello es sencillo seguir su evolucién en estudios poblacionales (Seal et al., 2014). A partir de
estos resultados, fue posible distinguir una alta variabilidad genética y las relaciones
filogenéticas entre las poblaciones de los tres lagos, que sugiere que la poblacién de
Alchichica fue aquella a partir de la cual se colonizaron los otros dos lagos (Alcantara-

Rodriguez, 2018).



Métodos

Establecimiento y mantenimiento de las poblaciones experimentales

Para llevar a cabo el trabajo experimental se establecieron en el laboratorio cepas de las
poblaciones de los rotiferos B. sp. ‘México’ a partir de muestras vivas de zooplancton
(denominada poblacién activa) y a partir de huevos de resistencia aislados de sedimentos

(denominada poblacion latente) del lago crater Alchichica.

*.

“¢ Poblacion activa

Para fundar la poblaciéon activa experimental de rotiferos se obtuvieron muestras vivas de
zooplancton en los meses de agosto-septiembre (temporada de estratificacion) y febrero-
marzo (temporada de mezcla). A partir de las muestras de campo, se aislaron
aleatoriamente numerosas hembras de B. sp. ‘México’. Se asume que estas hembras
representaban la variabilidad de genotipos de B. sp. ‘México’ en la columna de agua. Al
momento de aislarlas, cada hembra se colocé individualmente en una placa multipocillos
con 1 mL de medio de cultivo a una salinidad de 9 g L. Se dejaron reproducir
partenogenéticamente bajo condiciones de luz (35 pmol quanta cm™?s?) y temperatura
(18 + 1°C) constantes, hasta que fue posible observar diversos descendientes al
microscopio. A partir de estos individuos clonales, se establecieron las diferentes cepas
monoclonales, de las cuales se seleccionaron al azar cuatro de cada temporada (ocho en

total).



«* Poblacion latente

Para la poblacidn latente se obtuvieron muestras de sedimento de la parte profunda (55-
60 m) del Lago Alchichica por medio de una draga tipo Eckman de 25x25 cm. A partir de
estas muestras se tomaron los sedimentos de los 3 cm mds superficiales, los cuales fueron
transportados al laboratorio a una temperatura de 4°C (Hagiwara & Hino, 1989). En el
laboratorio las muestras se almacenaron a 4°C y se mantuvieron en oscuridad por lo

menos durante 30 dias como periodo refractario (Caceres, 1997).

Para aislar los huevos diapausicos se siguidé el procedimiento de extraccidon por flotacién
en sacarosa descrito por Onbé (1978) modificado, estd técnica ha sido utilizada con éxito
para la extraccion y aislamiento de formas de resistencia de multitud de organismos
zooplanctonicos (véase, p.e., Gdmez & Carvalho, 2000; Alcantara-Rodriguez et al., 2012).
Se tomaron 3 g de sedimento (en peso humedo) que se resuspendieron con una solucion
de sacarosa 1:1 p/v y se homogenizd. El sedimento se depositd en tubos de centrifuga de
50 mLy se rellenaron con la misma solucién de sacarosa hasta el volumen final de 45 mL.
Posteriormente, los tubos que contenian la mezcla de sedimento y sacarosa se
centrifugaron a 1,000 rpm durante 5 min. Tras el centrifugado, el material de baja
densidad que permanecié en suspensidon se decantd y filtré a través de una malla con
diametro de poro de 30 um. Con este procedimiento se eliminaron los componentes mas
finos del sedimento. El material retenido en el filtro, entre el que se encontraban los
huevos diapausicos de rotiferos, se lavé con agua salina abundante para eliminar los

restos de sacarosa. Los huevos se transfirieron a una placa Petri donde se procedio a la



identificacion y aislamiento de los huevos pertenecientes a las especies del complejo B.
sp. ‘México’ con un microscopio estereoscopico a bajos aumentos.

Sélo se aislaron aquellos huevos diapdusicos que presentaban: (1) las cubiertas
protectoras intactas y (2) evidencia de contenido embrionario integro (véase Garcia-
Roger, 2006). Cada huevo fue colocado individualmente en placas multipocillos que
contenian 1 mL de medio con 9 g L de salinidad (Gémez et al., 2002; Ortells, 2002), y se
incubaron a 18°C en condiciones de iluminacion constante. Estos cultivos se monitorearon
para detectar las eclosiones y la aparicién de hembras neonatas. Se renové el medio cada
dos dias para prevenir el crecimiento de hongos y bacterias sobre la superficie de los

huevos que pudiera afectar a la eclosién de los mismos (Balompapueguen et al., 1997).

A partir de los rotiferos eclosionados se establecieron 8 cultivos monoclonales (Tabla 1),
las hembras neonatas se transfirieron individualmente a placas multipocillos que
contenian 1 mL de medio de cultivo a 9 g L' de salinidad, debidamente alimentados y se
dejaron proliferar partenogenéticamente bajo las mismas condiciones de luz vy

temperatura descritos previamente.

Los cultivos stock de las dos poblaciones (activa y latente) se traspasaron y mantuvieron
en tubos de ensayo con 15 mL del medio de cultivo y estuvieron en observacion y
recambio constante para prevenir la reproduccion sexual, hasta que fueron utilizados en

los experimentos.



Mantenimiento de los cultivos

Los organismos fueron alimentados utilizando la microalga Tetraselmis suecica a una
densidad relativamente alta (> 6 mg C L; Ciros-Pérez et al., 2001a). Semanalmente se
elimind una fraccién del cultivo de rotiferos y se reemplazé con nuevo medio de cultivo
(i.e., T. suecica en la densidad adecuada). Los cultivos de T. suecica crecieron en medio de
cultivo salino (9 g L) que se prepard disolviendo sales marinas comerciales (Instant
Ocean®, Aquarium Systems™) en agua electrodesionizada (Milipore©, Elix 5) vy
autoclavada, que se fertilizé con el medio F/2 (Guillar & Ryther, 1962; véase, Andersen,
2005) antes de la inoculacién. La tasa de dilucién (D) que se empled fue 0.7 semana™

(Boraas, 1993).

Induccion de mixis asociada a la densidad poblacional

Durante el primer dia del experimento, se aislaron de los cultivos stock 400 hembras de B.
sp. ‘México’ pertenecientes a los 8 diferentes clones de la poblacién activa (50 hembras x
8 clones) y 400 hembras pertenecientes a 8 diferentes clones de la poblacién latente (50

hembras x 8 clones) para fundar las poblaciones experimentales.

Las hembras de cada clon se colocaron en matraces Erlenmeyer con 1000 mL de medio a 9
g L'l y se les alimentd con T. suecica (6 mg C L), bajo condiciones de luz (35 umol quanta
cm2st), temperatura (18+1°C) y aireacidn constante. Diariamente se colectaba una
fraccién (100 mL) del cultivo para cuantificar la densidad poblacional y el porcentaje de

mixis y se reemplazaba con medio fresco.



El porcentaje de mixis en los cultivos fue estimado con una muestra de 96 hembras
joévenes que fueron aisladas individualmente en placas multipocillo de poliestireno con 24
pozos, cada pozo fue llenado con 1 mL de medio de cultivo (salinidad: 9 g L'!) que contenia
T. suecica a una densidad de 6 mg C L y cultivadas en las condiciones experimentales

generales.

Para determinar el tipo reproductivo de la descendencia, las hembras fueron clasificadas
como micticas si producian machos o huevos de resistencia, y amicticas si producian
hembras. La fraccién restante se fijo con formaldehido al 4% para poder estimar la
densidad poblacional de cada cultivo usando una cdmara de sedimentacién (McCauley,

1984).

El momento de inicio de la reproduccién sexual se determiné cuando se observé el primer
descendiente macho en el cultivo, tomando en cuenta cuantos dias habian pasado desde
el inicio del experimento y la densidad poblacional alcanzada hasta este punto,

posteriormente se comparé entre los diferentes cultivos.

Las observaciones diarias y los recuentos de hembras micticas y amicticas se realizaron
durante 18 dias (momento en el cual la mayoria de los cultivos habian alcanzado la fase
estacionaria). Como se conocia la densidad poblacional, se calculé la cantidad de hembras

micticas y amicticas como porcentaje.

Se compard la densidad de la poblacidn activa vs. la poblacién latente durante los ultimos
5 dias del experimento usando Modelos Lineales Generalizados (GLM, McCullagh, 1989)

con la funcién glm, asumiendo una distribucion gaussiana (link= identity), el tipo de



poblacién y el tiempo fueron considerados como factores fijos. Para calcular la tasa
intrinseca de crecimiento (r) se utilizaron aquellos clones que alcanzaron un coeficiente de
variacion del 15% en los ultimos dias del experimento de esta manera se identificd que el
crecimiento estaba frenando y por lo tanto los clones alcanzaban la capacidad de carga
(K). Se realizé el modelado del crecimiento poblacional como una funcién logistica, de la
siguiente manera: K/(1+((K-No)/No)*EXP(1-r*t)) (Dimas-Flores, manuscrito en preparacion)
donde K es la capacidad de carga que alcanzo cada una de las dindmicas de crecimiento,
No es el numero inicial de organismos en el cultivo, r es la tasa de crecimiento per capita;
todos los casos se le asignd el valor de 1 asumiendo que las poblaciones se mantenian en
crecimiento. t es el tiempo en dias (18 dias de experimento), los resultados capturados se
analizaron con el test U de Mann-Whitney para analizar la diferencias entre las
poblaciones, ambas pruebas se realizaron con ayuda del software IBM® SPSS® Statistics
(SPSS® Inc, 2010). La tasa de mixis y la densidad poblacional se combinaron para calcular
una inversion integrada en la reproduccién sexual de la siguiente manera:

2d;(N;+N;+1)/2

Donde mij es la tasa de mixis y N; la densidad poblacional en el i-ésimo evento de muestreo
y di es el numero de dias desde i a i+1 (Carmona et al., 1995). También se compard el
porcentaje de mixis entre las poblaciones usando GLMs con una distribucién de Poisson
(link= log). En ambos casos se utilizo el programa R versién 3.4.2 (Team R Core, 2017); la

poblacién y el tiempo se consideraron como factores fijos.



Analisis morfoldgicos

Durante la realizacion del experimento descrito previamente, se observé que los
organismos provenientes de los dos tipos poblacionales presentaban tallas diferentes a
pesar de que provenian de clones cultivados en laboratorio a lo largo de varios meses, por
lo cual no se podia asumir un efecto materno (Gilbert, 2007). De acuerdo con esta
observacion, se procedidé a realizar andlisis morfoldgicos e identificar si es que estas

diferencias entre ellos eran significativas.

Estos analisis se realizaron tomando imdagenes digitales de 60 individuos pertenecientes a
la poblacién activa y 60 imagenes de individuos pertenecientes a la poblacién latente.
Para estandarizar a las hembras que se utilizarian para el analisis, se seleccionaron
aquellas que presentaban un Unico huevo subitaneo, esto para asegurar que ya tenian la

talla de adulta y reducir la variabilidad.

Posteriormente, fueron fijadas con formaldehido al 4% y se les tomaron fotografias de
forma individual con un microscopio Leica® DMLB2 y una cdmara digital Motic Imagic plus
2.0°, con el software Motic Imagic plus 2.0, previamente calibrado siguiendo las
especificaciones del fabricante. Todas las mediciones fueron obtenidas en um y se les
promedid. Las imagenes obtenidas fueron de una resolucién de 2088 x 1550 pixeles en un

formato de mapa de bits (*.bmp).

Sobre las imagenes se realizaron las mediciones de los caracteres morfoldgicos mas
relevantes de los rotiferos del grupo B. sp. ‘México’ con base en lo reportado por Ciros-

Pérez et al. (2001b) y Alcantara-Rodriguez (2010). Los caracteres medidos son: el largo de



la loriga y el ancho de la loriga. Los resultados capturados de las mediciones fueron
analizados con el test U de Mann-Whitney para ver las diferencias entre las poblaciones

con ayuda del software IBM® SPSS® Statistics (SPSS® Inc, 2010).

El analisis de morfologia geométrica consiste en utilizar marcas (denominadas landmarks
en inglés) en zonas de importancia morfolégica, transformando su imagen a un poligono
en un plano cartesiano (Klingenberg, 2011). Para trabajar con las marcas fue necesario la
transformacién de las fotografias tomadas a imagenes digitales con formato *.tps con
ayuda del software TPSutil® y luego se colocaron las marcas con el software TPSDig2®
(Viscosi & Cardani, 2011). Se utilizé el software Morphol® desarrollado por Klingenberg
(2011) debido a su conjunto de funciones y analisis que toman en cuenta la simetria de la
configuracion de las marcas y sus herramientas para observar la varianza morfoldgica
(Klingenberg, 2011). Las imagenes digitales con las marcas fueron cargadas en el software,
procesando los puntos seleccionados y expresandolos en coordenadas de GPA (analisis
generalizado de Procrustes) y con esta informacidn se realizaron los analisis (Klingenberg,

2011; Viscosi & Cardani, 2011).

Las fotografias tomadas fueron transformadas en imagenes digitales a las cuales se les
colocaron siete marcas (Fig. 3): cinco en las espinas y apertura de la cabeza, uno en la
parte media y mas ancha de la loriga y el dltimo en la parte mas alejada de la loriga cerca

de la apertura del pie.



Figura 3. Se muestran las variables utilizadas para los analisis morfolégicos: a) largo de la loriga y b) el ancho
de la loriga. Las marcas se denotan con puntos rojos. Imagen tomada y modificada de Ciros-Pérez et al.
(2001).



Analisis de divergencia genética

Como representantes de la poblacién activa se tomaron 10 clones de la columna de agua,
mantenidos en condiciones de laboratorio, para la poblacidn latente, se aislaron huevos
de resistencia para obtener al menos 10 variantes genéticas siguiendo el protocolo de

extraccién por flotacién y caracterizacién como se ha describié anteriormente.

Se realizé la extraccién de ADN utilizando el protocolo de extraccién Hot-SHOT (Montero-
Pau et al., 2008) modificado. Para cada uno de los huevos de resistencia aislados (n = 10)
se utilizd 10 pl de solucidn litica, ademas de macerar mecanicamente, posteriormente, se
mantuvieron en incubacién a 95°C durante 30 min y finalmente se le agregd 10 plL de
neutralizador. Para la poblacidn activa se realizé un concentrado de rotiferos (n = 10) de
cada clon, utilizando 20 uL de solucidn litica y se maceré mecanicamente, posteriormente
se mantuvieron en incubacién a 95°C durante 30 min y finalmente se le agrego 20 ulL de

neutralizador.

En base al analisis gendmico previamente realizado por J. A. Alcdntara-Rodriguez y J. Ciros
Pérez (datos no publicados) de la poblacién de B. sp. ‘México’ del Lago Alchichica, asi
como del andlisis de gendmica de poblaciones por medio de GBS proporcionados por
Alcdntara-Rodriguez (2018), se obtuvo un conjunto de librerias las cuales fueron

mapeadas para la posterior identificacién de SNPs.

Para este analisis, se identificaron SNPs presentes en regiones no codificantes del genoma
nuclear ya que estas zonas acumulan una cantidad mayor de mutaciones en comparacién

con zonas codificantes y, por lo tanto, pueden ser un indicador de la variabilidad genética



intrapoblacional entre individuos. A partir de zonas identificadas con SNPs se disefiaron 5
juegos de marcadores moleculares (primers) en regiones neutrales utilizando el programa

Geneious 7.1°. Las secuencias de los primers disefiados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligos (primers) utilizados en este estudio. Se representa el nombre del primer, la secuencia y el
largo de cada uno. Los oligos subrayados son aquellos que fueron Utiles para los andlisis de divergencia

genética (véanse Resultados).

Nombre del Oligo Secuencia Largo (pb)
16277F GACCAAACATGAGCACCCAAG 21
16227R AGTTTTAAACCCTTTATCCTGCG 23

1985F AGAGATGATGAACGAAGACAAGCC 24
1985R TGGTAAAGTGCTGGCAGATCC 21
8537F ACGTGGTTTTCTACAGTCTCC 21
8537R CATTACCGATAACGACTCTCTGC 23
8727F CTACTCGACAGGAAGACATCG 21
8727R GGTCGACCGTATTCCCTCC 19
8927F GGCTCTATTCGAATGATCCAAAGC 24
8927R TTACTTTTGAATTGGAAGCATCAC 24

Los oligos fueron probados realizando la amplificacion de ADN mediante la reaccién de
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Las reacciones fueron realizadas en un
volumen final de 14 puL usando 2 puL de DNA, 1 x PCR buffer 0.5 pL de cada oligoy 11 plL de
Tag 2x DNA Polymerase Master mix RED (Ampligon©). Se realizd un perfil de
temperaturas con un termociclador (Boeco Thermal Cycler TC-SQ) para saber cual era la
temperatura de amplificacién éptima para cada uno. Desde este paso fue descartado el

par 8537 ya que nunca se observé amplificacién alguna. Para el par 16227 y 8927 consistid



en un ciclo inicial de 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 s, la amplificacién fue
a 60°C por 30 s, una extensién a 72°C por 40 s, y otra extensién final de 72°C por 3 min.
Para el par 1985 consistid en un ciclo inicial de 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 45 s, la amplificacion fue a 61°C por 30 s, una extensién a 72°C por 40 s, y otra
extension final de 72°C por 3 min., finalmente para el par 8727 consistié en un ciclo inicial
de 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 s, la amplificacién fue a 58°C por 30 s,

una extension a 72°C por 40 s, y otra extensién final de 72°C por 3 min.

Una vez finalizada la reaccién de PCR se procedié a la identificaciéon de los productos. Se
separaron 5 uL del producto obtenido de PCR sometiéndolos a una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5%, es decir, a un proceso de separacion por difusidn bajo la accion de
un campo eléctrico. Para visualizar las muestras en el gel estas fueron tefiidas con el tinte
fluorescente Midori Green Direct© (Nippon Genetics Europe) y fue visualizado bajo luz UV

en un transiluminador para estimar el tamano de los fragmentos.

Los productos de PCR se secuenciaron biodireccionalmente usando un secuenciador
automatico capilar ABI 3730 (Laboratorio de Andlisis y Quimica de ADN, FES Iztacala,
UNAM) basado en el método de secuenciacién de Sanger. Las secuencias fueron editadas,
ensambladas manualmente y alineadas usando el método de MUSCLE en CodonCode
Aligner V3.71. Posteriormente, se analizaron las secuencias y manualmente se anotaron las
diferencias entre ellas, es decir si algun par de bases presentaba heterocigosis u
homocigosis, se anotaron los haplotipos correspondientes y se compararon para saber si

existian diferencias entre las poblaciones de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg



y el equilibrio de ligamiento para identificar el nUmero de grupos genéticamente distintos

(k) con ayuda del programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).

Resultados

Respuesta de mixis a la densidad poblacional

Las hembras amicticas de las dos poblaciones nominales analizadas no presentaron
induccion de mixis a densidades poblacionales bajas, esta sdélo se presenté cuando
incrementd la densidad poblacional (Fig. 4). Los andlisis estadisticos mostraron que al
comparar el comportamiento de ambas poblacionales en los ultimos 5 dias indican que los
factores tiempo y poblacidn, asi como la interaccion entre ellos tienen efectos
significativos en la variable densidad poblacional (GLM test; P < 0.01). De igual manera, al
comparar los porcentajes de induccidon de mixis, los analisis indican que tanto el tiempo, el
tipo poblacional, asi como la interaccion entre los dos factores determinan la inversién en
reproduccién sexual (GLM test; P < 0.01). La tasa de mixis mostrd diferencias significativas
para ambas poblaciones (U de Mann-Whitney; P > 0.05). La tasa intrinseca de crecimiento
poblacional (r) no presentd diferencias significativas entre ambas poblaciones, sin
embargo si mostrd diferencias significativas en la capacidad de carga (K) (U de Mann-

Whitney; P > 0.05).

Para la poblacion activa comienza la produccion de descendencia mictica en una densidad
de 1387.14 + 124.61 org. L (i.e., 1 hembra en 720 pL?; Fig.5A) a partir del dia 6.56 + 0.61
(Fig. 5B) con sdlo el 2.5 + 1.44 % de mixis. Esta poblacidn alcanza su capacidad de carga

alrededor de los 3,486.25 + 545.35 org. L'* (™1 hembra en 250 pL?), siendo hembras



micticas el 9.37 + 2.15 % de la progenie, comenzando a estabilizarse aproximadamente en

el dia 12 (Fig. 4).

Por otra parte, la poblacién latente comienza la produccién de descendencia mictica a
densidades poblacionales menores a 1 org. mL? (0.91 + 0.02 org. mL%; Fig. 5A) al cuarto
dia del inicio del experimento (4.37 £ 0.37 dias; Fig. 5B), con el 5.62 + 1.57 % de mixis. La
densidad poblacional continué incrementando a lo largo del experimento. Sin embargo, la
produccién de hijas micticas se estabilizé aproximadamente a una densidad de 5,728.12 +
284.12 org. L' (1 hembra en 200 uL?) con 19.06 + 1.33 % de mixis, la cual se mantuvo
fluctuando alrededor de esta proporcion a partir del dia 12 hasta el final del experimento
(Fig. 4). Aunque el crecimiento poblacional comenzaba a frenarse, no se alcanzd a
observar la capacidad de carga en todas las poblaciones cuando se dio por terminado el
experimento; en este momento habia una densidad maxima de 11,459.37 + 306.27 org. L!

(~1 hembra en 87 pL?).

Las dos poblaciones muestran una tasa de crecimiento poblacional muy similar, para la
poblacion activa r = 0.349 d! y para la poblacién latente r = 0.364 d* (U de Mann-
Whitney; P > 0.05), sin embargo si se observan diferencias significativas en la capacidad de
carga (U de Mann-Whitney; P < 0.05), para la poblacién activa K = 7.8 org. mlt y la
poblacion latente K = 12.84 org. ml! esta dltima variable es la que diferencia
notablemente las dindmicas de crecimiento poblacional, aunado a las diferencias
significativas encontradas en la tasa de mixis (m) (U de Mann-Whitney; P < 0.05), para la

poblacién activam =7.21 %y la poblacidn latente m = 17.28 %.
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Figura 4. Dinamica de la densidad poblacional y de la razén de mixis del rotifero B. sp. ‘México’ analizados en la poblacion activa (proveniente de la columna de
agua) y latente (proveniente del banco de huevos de resistencia) del lago Alchichica en condiciones de laboratorio (9 g L™?). Se presentan los valores medios *

error estandar de ocho clones, con dos repeticiones cada uno, de las dos poblaciones analizadas.
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Figura 5. (A) Densidad poblacional, y (B) momento (tiempo transcurrido desde el inicio del experimento) en
los cuales se observa por primera vez la presencia de hembras sexuales (inicio de la mixis) del rotifero B. sp.
‘México’ de la poblacidn activa vs. latente provenientes del lago Alchichica. Se presentan los valores medios

+ error estandar de ocho clones, con dos repeticiones cada uno, de las dos poblaciones analizadas.

Analisis Morfoldgicos

Se observaron diferencias significativas en el largo y ancho de la loriga (U de Mann-
Whitney; P > 0.05) entre los individuos pertenecientes a la poblacion activa vs. la
poblacion latente (véase Fig. 6A y 6B, que muestran individuos representativos de cada
poblacion). El resultado general es que los individuos de la poblaciéon activa son
significativamente mas pequenos que aquellos eclosionados de las huevos de resistencia

(Fig. 7).



Para el largo de la loriga los individuos pertenecientes a la poblacién activa en promedio
muestran 159.28 + 2.19 um mientras que para la poblacién latente es de 242.94 + 3.31
pum. En el caso del ancho de la loriga en promedio para la poblacién activa continua siendo
la mas pequena 115.12 + 1.57 um, en comparacion con la poblacion latente 172.74 £ 1.9

um.

Figura 6. Fotomicrografia de B. sp. ‘México’ del lago Alchichica (20x). (A) individuo representativo de la

poblacion activa, y (B) individuo representativo de la poblacidn latente. La barra de escala representa 50 pum.
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Figura 7. Largo y Ancho de la loriga de los rotiferos analizados para cada poblacion. Se muestran los

resultados (media + error estandar) de las mediciones de Largo y Ancho en um. Se presentan diferencias

significativas para ambas variables segtn las pruebas U de Mann-Whitney (P > 0.05).

El andlisis de morfologia geométrica mostré que las variables candnicas que presentaron
mayor correlaciéon fueron la VC1, con un valor propio (eingen values) de 0.635 y un
porcentaje de varianza explicada del 49.32%. Esta variable candnica resume
principalmente la varianza morfoldgica en las espinas de la loriga de los rotiferos
analizados. Seguida de VC2, que representa la varianza de la forma general de la loriga, la
cual presenté un valor propio de 0.364 y un porcentaje de varianza explicado del 28.28%,

con un valor porcentual acumulativo entre las dos de 77.6% (Tabla 3).



Tabla 3. Resultados del analisis de correlacion canonica de las marcas realizadas en los individuos de B. sp.
‘México’. Se observa que la varianza se encuentra explicada por 5 variables canénicas (VC). Se muestran los

valores propios y la varianza explicada por cada variable canénica, asi como el porcentaje acumulado de esta.

VC Valor propio (eingen valores) % varianza % acumulado
1 0.635 49.32 49.32

2 0.364 28.28 77.60

3 0.181 14.11 91.71

4 0.076 5.93 97.65

5 0.030 2.34 100.00

Por lo tanto, para para poder describir graficamente los patrones de variacion entre las
dos poblaciones comparando a todos los individuos analizados entre si, sélo se
consideraron las variables candnicas VC1 y VC2. Ademas, para elaborar una
representacion tridimencional, se incluyé como tercer eje el largo de la loriga. El resultado
de este analisis de Procrustes se muestra en la Figura 8. Se observa que la poblacidn activa
y la poblacién latente presentan diferencias significativas (P < 0.01) entre si en su forma
(véase el eje VC1) y en el tamaio de los organismos definidos por un centroide vy

aglomeracion de datos bien definidos.
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Figura 8. Comparacion morfolégica de las dos poblaciones (activa vs. latente) del rotifero B. sp. ‘México’
provenientes del lago Alchichica. Se incluyen la Variable Canénica 1 (VC1; Factor 1) y VC2 (Factor 2),
resultado del analisis de morfologia geométrica asi como el largo de la loriga como tercer eje. Cada circulo
representa un individuo analizado y las lineas se dirigen al centroide que representa significativamente a cada

una de las poblaciones (P < 0.01) generando por el analisis de Procrustes.



Analisis de divergencia genética

Las secuencias obtenidas para los 4 marcadores analizados mostraron que el par de oligos
16227 y 8727 no fue util, ya que en estos no se encontraron polimorfismos entre los
genotipos de ambas poblaciones, sin embargo, el par 8927 y 1985 si mostraron diferencias

entre los genotipos de los organismos analizados.

Con los dos oligos seleccionados se secuenciaron 20 individuos, de estas secuencias se
encontraron 8 SNPs (Tabla 3). Los numeros del 1 al 10 en la Tabla 3 representan a los
clones pertenecientes a la poblacién latente, mientras que los nimeros de 11-20 son
clones de la poblacién activa. Se observa que la mayoria de los individuos analizados
comparten SNPs, sin embargo, se encontrd que existen genotipos particulares para cada

una de las poblaciones.

La prueba de asignacién poblacional encontré una mayor probabilidad de formacién de
tres grupos (k = 3), sin embargo, dada la poca informacién con la que se contaba y la
similitud alta entre genotipos de los dos grupos de ambas poblaciones (Fig. 9), el andlisis
no fue capaz de separar claramente entre las dos poblaciones nominales, por lo que en la
Fig. 9 no se aprecia una tendencia clara de diferenciacién y por lo tanto una estructura

genética.



Tabla 3. SNPs encontrados para la poblacion activa y la poblaciéon latente, con diferentes colores se

representan las bases nitrogenadas.
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Figura 9. Diferenciacion poblacional (STRUCTURE) para k = 3 grupos (representados como colores
diferentes). Los nimeros del 1-10 son individuos (cada uno representado por una barra) pertenecientes a la

poblacidn activa y del 11-20 son individuos pertenecientes a la poblacién latente.



Discusion

Los resultados encontrados en esta investigacion muestran que los dos grupos de
individuos de rotiferos provenientes de las poblaciones activa (obtenidos de la columna de
agua) vs. latente (eclosionados a partir de huevos de resistencia) tienen historias de vida
diferenciales. Ademas, se encontraron diferencias importantes en la morfologia de las dos
poblaciones nominales. Sin embargo, no se encontré evidencia suficiente para

documentar sus diferencias a nivel genético.

Crecimiento poblacional e inversién reproductiva

La poblacién activa mostré un crecimiento logistico, donde después de una fase
exponencial el crecimiento tiende a estabilizarse, es decir la poblacién alcanzd su
capacidad de carga, la inversion reproductiva (porcentaje de poblacién mictica)
incrementd de manera similar a como lo hizo la densidad, también esta comenzd a
estabilizarse a densidades intermedias. Serra & King (1999) mencionan que este es un
comportamiento de las poblaciones en ambientes estables y recursos o espacio limitados,
donde las tasas intermedias de mixis favorecen la maxima conversién de recursos en
huevos de resistencia. Las poblaciones que crecen en estos ambientes pueden tener
ventajas si se reproducen partenogenéticamente ya que pueden alcanzar su maximo

poblacional y luego invertir en una tasa de mixis intermedia.

Por el contrario, la poblacidon latente mostré un inicio de mixis significativamente mas

temprano, con un crecimiento poblacional exponencial a la par que iba ocurriendo



inversidon en reproduccidn sexual. Sin embargo, este comportamiento parece paraddjico,
pues de acuerdo con Schréder (2005), la seleccién de la reproduccién sexual temprana
ocurre de manera mas intensa en poblaciones de estanques temporales a diferencia de las

poblaciones estacionales de lagos profundos.

En principio, las poblaciones que habitan los lagos temporales deberian de tener tasas
relativamente altas de mixis resultado de la seleccidon impuesta por la alta variabilidad
ambiental. Si el habitat es impredecible, la mixis deberia comenzar a una densidad
poblacional relativamente baja, tan pronto como se tengan las condiciones suficientes
puede producir huevos de resistencia. De modo que los efectos criticos que tienen los
afos malos reduciendo la temporada de crecimiento poblacional a periodos cortos,
pueden verse mitigados, con la produccién de al menos algunos huevos de resistencia que
se mantengan hasta el restablecimiento de las condiciones adecuadas (Serra, 1999). Sin
embargo, por el contrario, las variantes genéticas que habitan ambientes estables,
deberian tener una menor propensién a la reproduccién sexual, invirtiendo mas en
crecimiento poblacional partenogenético; de manera que la induccién de la mixis solo
deberia ocurrir en condiciones de densidades poblacionales relativamente altas. Por lo
qgue el comportamiento diferente de los individuos de la poblacidon latente resulta

paraddjico.

Se espera que la seleccién optimice la reproduccién sexual en los rotiferos a partir del
compromiso de los costos debido a la iniciacion de la reproduccién sexual demasiado
temprano o demasiado tarde (Serra & Carmona, 1993). Si la inversidn en la reproduccién

sexual es temprana, la densidad poblacional puede ser baja y, en consecuencia, la



producciéon de huevos diapdusicos también puede ser baja, por lo tanto, se
desaprovecharia la oportunidad de lograr un tamafio de poblacién mayor mediante el uso
de los recursos disponibles. Por el contrario, si la inversién en reproduccién sexual es
tardia, también puede dar como resultado tanto un tamafo de la poblacién bajo como
una inversion sexual baja si en este momento la tasa de crecimiento se ha vuelto negativa
debido al deterioro ambiental y al colapso poblacional (Serra et al., 2003). Ya sea por el
crecimiento dependiente de la densidad o por la incertidumbre ambiental, la seleccidn

favorece la inversién intermedia en reproduccién sexual.

Para la poblacién activa, la produccion de descendencia mictica comienza mas tarde,
aproximadamente a partir de los dias 6-7, y con una densidad poblacional relativamente
alta (1.4 org. mL?Y). Por el contrario, la poblacién latente comienza la producciéon de
descendencia mictica a densidades poblacionales menores (<1 org. mL?) y més temprano,
al cuarto dia del inicio del experimento. Sin embargo, en cualquiera de los dos casos, la
induccion de mixis comienza a densidades poblacionales relativamente altas cuando los
comparamos con otros experimentos realizados en poblaciones estaticas en el

laboratorio.

El limite que activa el cambio de reproduccién en B. plicatilis oscila alrededor de 0.07 org
mL? (70 org/L) (Snell et al., 2006), mientras que para B. sp. ‘México’ poblacién latente se
activa con 0.91 org mL?, que es 13 veces mayor que el umbral de mixis reportado para la
especie B. plicatilis, pero que es 20 veces mayor en la poblacién activa de Alchichica. Sin
embargo, en otras especies del complejo B. plicatilis, como por ejemplo B. manjavacas, la

reproduccién sexual tiene lugar desde el tercer dia, con una densidad del rotifero de 0.15



hembras mL* (Snell, 2017), con un umbral de mixis 6 veces menor que el observado en la
poblacién latente y 9 veces menor que en la poblacién activa de Alchichica. De manera
similar que para B. calyciflorus donde la mixis comienza con una densidad de 0.067
hembras mL* (Gilbert, 2003), el cual es 13 veces menor que el umbral de mixis para la
poblacién latente y 21 veces menor para la poblacion activa de Alchichica. Estos
resultados resultan interesantes, pues refuerzan la idea que se discutié previamente que,
dadas las condiciones particulares del lago Alchichica, es plausible suponer que se ha
seleccionado en B. sp. ‘México’ una disminucidn de la inversidn reproductiva en favor de

la reproduccion partenogenética.

Para B. manjavacas en los dias 4-8, la MIP comienza a aparecer en el medio (Snell, 2017).
Este intervalo de tiempo de la aparicién de las proteinas coincide con lo que se observé
para los individuos de la poblacién activa (>60 dia) y la poblacién latente (~4o0 dia) de
Alchichica. En teoria, las proteinas continian acumuldndose en el medio a partir de la
actividad metabdlica del rotifero alcanzando su maximo el sexto dia y disminuyendo hacia
el noveno dia (Snell, 2017), lo que provoca una disminucidon en la razén de mixis. Sin
embargo, en nuestras poblaciones solo se observd la fase de incremento y la de
estabilizacién de la mixis, pero nunca se observo la disminucidn posterior. Este resultado
posiblemente se debe a que los cultivos eran estaticos y no continuos como en el caso de
B. manjavacas, ademds, nuestro experimento se dio por terminado cuando las
poblaciones aun se encontraban en la fase estacionaria, por lo que nunca hubo diluciéon
experimental de la MIP, ni se alcanzé la fase de decaimiento, lo que sugiere que la MIP se

encontraba también en una concentracidon de saturacion mas o menos constante.



Por otra parte, es importante considerar que el momento de inicio de la mixis no solo
afecta al nimero de huevos diapausicos producidos, también afecta la cantidad de
diversidad genética retenida en el banco de huevos diapausicos (King, 1980), que, dados
los resultados de esta investigacion, se esperaria que en los sedimentos se encuentren
mejor representadas aquellas variantes con propension a invertir relativamente mas en
mixis.

El compromiso entre el crecimiento de la poblacidn partenogenética y la reproduccion
sexual de los huevos de diapausa es universal en los rotiferos monogonontes (Serra &
King, 1999). Por lo que la produccién de huevos de resistencia involucra el compromiso
entre la reproducciéon mictica y amictica, asi que es de esperarse que existan diferentes
patrones de mixis entre las poblaciones de la misma especie y entre los genotipos de una
poblacién, y que, dependiendo de las condiciones especificas del habitat, se seleccionen
diferentes historias de vida (Schroder, 2005). Esto es lo que se observé en los
experimentos realizados, los dos grupos de genotipos mostraron potenciales bidticos

diferentes, que se ajustan a un escenario de evolucion divergente.

Gilbert (2002) demostré que la respuesta de mixis varia significativamente entre
diferentes clones de B. calyciflorus. Algunos clones consistentemente producen menor
descendencia mictica que otros. Esto puede ser importante ecoldgicamente porque los
clones con baja propensién a la reproduccién sexual pueden correr el riesgo de extincién
local antes de producir nuevos huevos de diapausa, pero pueden alcanzar densidades de

poblacién elevadas, mientras que los clones con una alta propensién produciran al menos



algunos huevos diapausicos a costa de una poblacion reducida. Asi que, dependiendo del

escenario ambiental, una u otra estrategia puede verse favorecida.

En cuanto a los clones con baja propensién a la reproduccién sexual, de acuerdo con el
esquema de seleccidn direccional para la pérdida de sexo (véase, p.e., Garcia-Roger et al.,
2016; Franch-Gras et al., 2017), el acoplamiento inevitable entre la latencia y la
reproduccidn sexual promueve el mantenimiento del sexo a través de la seleccion a corto
plazo que favorece la diapausa. Este estrecho vinculo reduce las desventajas energéticas
del sexo (i.e., el denominado costo doble del sexo) al proporcionar una ventaja ecoldgica
de evasion temporal correlacionada (la latencia). El enlace no necesita ser absoluto, solo
no debe romperse (Serra & Snell, 2009). Sin embargo, esta ventaja podria verse
desfavorecida si, por una parte, las condiciones ambientales de preservacion de los
huevos diapausicos y/o las sefiales de eclosidén no son favorecidas y si hay otras presiones
qgue favorecen genotipos con bajos requerimientos alimenticios y bajas tasas de

depredacion, como ocurre con los rotiferos de Alchichica (Ciros Pérez et al., 2015).

En este sentido, un resultado que llama la atencidén es que los individuos de la poblacién
latente alcanzaron una densidad poblacional mas alta que la poblacién activa, esto se
observa en la capacidad de carga, para la poblacion activa (K = 7.8 org ml) y para la
poblacion latente (K = 12.84 org ml?) que es casi el doble. Ademas en la tasa de mixis para
a poblacidn activa (7.21 %) y para la poblacién latente (17.28 %). Por lo que, es evidente
gue a pesar de que estas variantes genéticas invierten mas en reproduccién sexual parece
no haber un costo importante en crecimiento poblacional. Sin embargo, es importante

tener en cuenta que estos resultados se obtuvieron en condiciones ambientales muy



particulares de laboratorio, donde cada genotipo crecia de manera aislada y sin limitaciéon
de recursos alimenticios. Por lo que se puede descartar la competencia interclonal que, en
condiciones naturales, se sabe, tienden a erosionar la diversidad genética (Ortells et al.,

2006), seleccionado a los genotipos con mejores capacidades competitivas.

En un ciclo anual dentro del lago Alchichica, la abundancia de B. sp ‘México’ va de
densidades generales < 20 org L, alcanzando hasta 420 org L, donde la poblacién de
Brachionus alcanzé su mayor tamaifio de poblacion debido tanto al aumento repentino en
la disponibilidad de alimento y la disminucidon de la competencia por recursos (Ortega-
Mayagoitia et al., 2011). Los valores de estas densidades in situ nos dan un indicio de qué
poco probable podria darse la mixis en condiciones naturales. Por lo tanto, al comparar los
umbrales de densidad nominal medidos en condiciones de laboratorio y campo, los
primeros son altos, ya que las poblaciones de rotiferos suelen comenzar a crecer
rapidamente en laboratorio comparado a las condiciones naturales. Hay que considerar
gue la degradacién de MIP en la naturaleza podria ser mas alta debido a la alta diversidad

microbiana (Carmona et. al, 2011).

Ademas, no hay que olvidar las caracteristicas de Alchichica, el cual es profundo, la mayor
parte del tiempo es oligotréfico, con recursos alimenticios limitantes y con sedimentos en
permanente oscuridad y anoxia, donde la posibilidad de eclosién de los huevos de
resistencia es baja (Ayala, 2006), por lo que a pesar del alto potencial de crecimiento que
tienen estas variantes genéticas, la probabilidad de dominar la columna de agua parece
poco factible, pues los individuos que entran en diapausa demasiado pronto mientras

continuan las condiciones relativamente favorables, pueden experimentar una desventaja



selectiva, porque cesan de reproducirse y sus frecuencias genéticas en la poblacién
disminuiran (Gilbert 2002, 2003). Ademas, ya que los recursos en este ambiente son
limitantes (Ortega-Mayagoitia et al.,, 2011), y la produccién de estas estructuras
diapausicas es energéticamente muy costosa, es poco probable que las caracteristicas de
estos genotipos (i.e., crecimiento poblacional alto y produccion de huevos de resistencia

alta) sean ventajosas en estas condiciones ambientales tan adversas.

Divergencia morfoldgica y genética

En lo que respecta a la morfologia, se observa que el largo y el ancho de la loriga son
significativamente diferentes entre estos dos grupos de rotiferos. Ademas, el analisis de
morfometria geométrica también muestra la existencia de diferencias significativas en la
forma general del cuerpo entre las dos poblaciones nominales de Alchichica. En el analisis
se muestra que las principales diferencias se encuentran en la posicidn espacial de las
espinas (VC1) y del ancho de los individuos (VC2), que en conjunto explican el 77.6% de la
varianza de la forma, y si a estas diferencias se afiade el largo de la loriga, se observa una
clara separacion morfoldgicas entre ellas (véase Fig. 8; se observan dos grupos con
centroides significativamente bien diferenciados). Dado que todos los clones analizados se
mantuvieron en condiciones estables de cultivo en laboratorio por varios meses y que
todos tenian aproximadamente la misma edad, se puede descartar el posible efecto
materno (Gilbert, 2007), por lo tanto, se puede concluir que los rotiferos provenientes de

la poblacién activa y la poblacién latente presentan diferencias morfoldgicas entre ellos.



Sin embargo, a pesar de que esta investigacion documenta claramente diferencias en la
historia de vida y la morfologia de estos dos linajes de rotiferos, el andlisis molecular
preliminar que se realizd no permitié revelar diferencias a nivel genético. Aunque los
marcadores utilizados revelaron polimorfismos y la presencia de genotipos particulares
para cada una de las poblaciones, el andlisis poblacional generd tres grupos que no se
asociaron claramente a ninguno de los dos grupos de clones analizados y por lo tanto no

indican una estructura poblacional divergente.

Asi, lo mas importante que revela nuestro analisis genético es que el tamafio de la
muestra (numero de clones analizados) fue muy baja y/o que los marcadores utilizados
nos son suficientes para concluir adecuadamente, o bien, que estamos observando un
momento de transicion y no ha pasado el tiempo suficiente para que se observe
facilmente la divergencia genética entre estas poblaciones. Asi, dadas estas limitaciones,
es importante utilizar en investigaciones futuras otro tipo de metodologia que exploren de
manera mas profunda las diferencias genéticas en todo el genoma, como, por ejemplo,
con genotipificacidon por secuenciacién (Davey et al., 2011; Kumar et al., 2014; Alcantara-

Rodriguez, 2018).

Consideraciones finales
La teoria predice la seleccidon de un genotipo que produce descendencia con fenotipos
alternativos variables en habitats impredecibles. Dicha estrategia de incrementar las

apuestas puede mejorar la eficacia de un linaje a largo plazo al aumentar la probabilidad



de que al menos un subconjunto de individuos de la descendencia tenga un fenotipo
ventajoso en un ambiente futuro incierto. En el caso de los rotiferos que habitan en
habitats impredecibles, los genotipos pueden dispersar el riesgo de extincién al producir
descendientes que varian en diferentes rasgos como, por ejemplo, el momento de
eclosién y reclutamiento en la poblacién a partir de los huevos diapausicos (Garcia-Roger

et al., 2014).

Sin embargo, este patron de diversificacion cambia si el escenario tiende a la estabilidad
en el largo plazo, como ocurre con el lago Alchichica (Alcocer et al., 2000), por lo que es de
esperarse que en este tipo de ambientes se seleccionen genotipos especialistas, lo que
reduciria la apuesta de una variabilidad fenética alta (Serra & Snell, 2009; Garcia-Roger et
al., 2014). A pesar de esto, en base a la evidencia experimentalmente obtenida en esta
tesis, en Alchichica existen por lo menos dos fenotipos con estrategias de historia de vida
diferentes, pero ambas con potenciales aparentemente eficaces. El problema, es que no
sabemos si estos organismos se encuentran en una dindmica compleja de sustitucion
variando en sus 6ptimos de aparicion y desarrollo en la columna de agua, segun van
variando las caracteristicas particulares del lago a lo largo del ciclo anual, en el que los
genotipos “poco sexuales” se desempefien de manera mas adecuada en los momentos de
mayor limitacién de recursos, que practicamente es todo el afio (Ortega-Mayagoitia et al.,
2011), mientras que los genotipos mas sexuales se desempefien mejor en los momentos
de oportunidad cuando la competencia se relaja debido a la disminucién de las

densidades que sufren los copépodos por depredacion (véase, Ciros-Pérez et al., 2015), o



bien que estos ultimos se encuentre castigados y en una constante seleccion en contra

dadas las condiciones ambientales particulares de Alchichica.

Hasta ahora, el conjunto de evidencias recabadas sugiere que tanto los genotipos de la

poblaciéon activa como aquellos de la poblaciéon latente han acumulado divergencias entre

ellas, por lo cual aquellas que se denominaron como “poblacién latente y “poblacién

activa” (también “poblaciones nominales”) realmente se comportan como subpoblaciones

con dindmicas relativamente independientes producto de presiones de seleccidén

divergentes (véase, p.e., Bamshad et al., 2004; Garcia-Roger et al., 2014).

Conclusiones

Al comparar los patrones de induccion de mixis asociados a la densidad
poblacional en diversas variantes clonales del rotifero B. grupo plicatilis que
habitan el lago Alchichica, se encontraron diferencias significativas entre las
denominadas poblacion activa y poblacidn latente, la primera a densidades mas
altas y de manera mas tardia, mientras que la segunda indujo la mixis a densidades
mas bajas y de manera temprana, es decir presentan potenciales bidticos

diferentes.

Se observd que los clones pertenecientes a la poblacién activa inducen la
reproduccién sexual a densidades relativamente altas de rotiferos, un

comportamiento esperado para organismos que habitan ambientes estables.



Mientras que los clones de la poblacidn latente presentaron una induccion de
mixis mayor y temprana, comportamiento que recuerda a los rotiferos que habitan

en ambientes variables.

Se encontré una divergencia morfolégica interclonal entre las dos poblaciones
nominales, la poblacidn activa con fenotipos mas pequefios que aquellos de la
poblacion latente (largo y ancho), asi como en la morfologia general del cuerpo
con las principales diferencias en la posicion espacial de las espinas y del ancho del

cuerpo (revelada por morfometria geométrica).

El analisis de divergencia genética interclonal por medio de marcadores neutrales
especificos no fue suficiente para evidenciar diferencias significativas entre las

variantes clonales de ambas poblaciones.

Sobre la base de la toda la evidencia, podemos concluir que la mixis no representa
una buena alternativa para evadir las condiciones desfavorables en un ambiente
poco variable como Alchichica, respaldado con una reduccién en la inversién
sexual y el incremento de la fase asexual, lo cual se evidencia con los altas
densidades poblacionales que deben de alcanzarse para que ocurra el cambio

reproductivo.



e Con la finalidad de evaluar la posible divergencia interpoblacional, se encontré
evidencia en los potenciales bidticos (eficacia) y la morfologia, sin embargo, se
debe de estudiar a detalle la historia de vida para ambas poblaciones, estudiar la
dindmica consumidor-recurso, asi como identificar si las diferencias de tamafio
entre los organismos no son un caracter plastico. No se encontraron diferencias
genéticas, con los marcadores que se utilizaron, por lo tanto, se debe buscar mas
marcadores que permitan explicar esas pequeiias diferencias entre las poblaciones
gue se documentan en este trabajo, o utilizar otros marcadores altamente

polimérficos como GBS.
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