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RESUMEN

El género de arafas Pelegrina, grupo furcata, estd conformado actualmente por seis
especies, de las cuales cuatro se encuentran distribuidas en México. Las hembras de este
grupo presentan una amplia variacion morfologica intraespecifica, lo que complica su
identificacion con base en taxonomia tradicional. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue realizar la revision taxonomica de Pelegrina grupo furcata de México y realizar la
delimitacion de las especies putativas encontradas, con base en un criterio de taxonomia
integradora (morfologia y evidencia molecular). Se llevo a cabo la revision morfoldgica
principalmente de los caracteres sexuales, como son los pedipalpos en machos y epiginios
en hembras. En cuanto a la evidencia morfoldgica, el caracter que proporcion6 mayor
informacion fue la forma de los émbolos presentes en los pedipalpos de machos,
identificando un total de seis especies putativas: tres especies conocidas para el género (P.
orestes, P. edrilana, y P. furcata) y tres especies candidatas nuevas, nombradas con base en
los estados en donde fueron encontradas (JALNAY, EDOMEX y JAL-ZAPOPAN). Para
los analisis moleculares de delimitacion de especies, se utilizd6 el gen mitocondrial
citocromo oxidasa subunidad 1 (CO1), el célculo de las distancias genéticas no corregidas
(distancias p) y corregidas con Kimura 2 parametros (K2P), la reconstruccion de arboles
filogenéticos (ML, IB), y el andlisis de cuatro métodos de delimitacion, dos de distancias
genéticas (ABGD, HB) y dos basados en arboles utilizando métodos de coalescencia
(GMYC, bPTP). Estos resultados sugirieron siete especies putativas: dos especies
conocidas para el género (P. orestes y P. edrilana), la divisién de P. furcata en dos especies
distintas, una especie afin a P. morelos y dos especies candidatas nuevas (JALNAY y
EDOMEX). Bajo el criterio de congruencia entre los métodos moleculares y la evidencia
morfologica se delimitaron un total de ocho especies, de las cuales fueron delimitadas como
especies candidatas no confirmadas a JAL-ZAPOPAN de la cual no se incluyeron datos
moleculares, una especie afin a P. morelos por no tener evidencia morfoldgica suficiente y
dos morfoespecies de P. furcata, mientras que como especies candidatas confirmadas se
recuper6 a JALNAY, EDOMEX y a las dos especies conocidas de Pelegrina. Las
distancias genéticas dieron resultados similares, la distancia p media interespecifica fue de
5.5% e intraespecifica de 0.63%. Se destaca que dos de los cuatro métodos de delimitacion
molecular son congruentes con la morfologia en todas las especies, con excepcion de P.
furcata, ademas de proporcionar dos especies nuevas confirmadas para la ciencia JALNAY
y EDOMEX. Concluimos que la evidencia morfoldgica y molecular, dentro de un contexto
de taxonomia integradora, son evidencias suficientes para la delimitacion de especies del
género Pelegrina.



ABSTRACT

The group of Pelegrina spiders of the furcata group, is currently made up of six species, of
which four are found in Mexico. The females of this group present a wide intraspecific
morphological variation, which complicates their identification based on traditional
taxonomy. Therefore, this study carries out the taxonomic review of the Pelegrina furcata
group from Mexico and delimits putative species found, based on an integrative taxonomy
criterion (morphology and molecular evidence). The morphological revision was carried
out mainly on the sexual characteristics as are the pedipalps in males and epiginia in
females. Regarding the morphological evidence, the character that provided most
information were the shape of the embolus present in the pedipalps in males, and with this,
a total of six putative species were identified: three species known for the genus (P. orestes,
P. edrilana, and P. furcata), three new candidate species, named based on the states where
they were found (JALNAY, EDOMEX and JAL-ZAPOPAN). For the species delimitation
molecular analyes, it was used the cytochrome oxidase subunit 1 (CO1), the calculation of
the uncorrected genetic distances (distances p) and corrected with Kimura 2 parameters
(K2P), the reconstruction of genetic trees (ML, IB), and the analysis of four delimitation
methods, two based on genetic distances (ABGD, HB) and two tree-based using
coalescence methods (GMYC, bPTP). These results suggested seven putative species: two
known species for the genus (P. orestes and P. edrilana), the division of P. furcate into two
different species, one species related to P. morelos, and two new candidate species
(JALNAY and EDOMEX). Under the criterion of congruence between molecular methods
and morphological evidence, a total of eight species were delimited, of which they were
delimited as unconfirmed candidate species to JAL-ZAPOPAN of wich no molecular data
were included, a specie related to P morelos for not having morphological evidence and
two morphospecies of P. furcata, while as confirmed candidate species to JALNAY,
EDOMEX and the two know species of Pelegrina were recovered. The genetic distances
gave similar results, the mean distance (p) interspecific was 5.5% and intraspecific 0.63%.
It should be noted that two of the four molecular delimitation methods are congruent wih
morphology in all species, with the exception of P. furcata, in addition to providing two
confirmed new species for science JALNAY and EDOMEX. We conclude that the
morphological and molecular evidences, within a context of integrative taxonomy, are
sufficient evidence for the delimitation of species of the genus Pelegrina.



1. INTRODUCCION

Las arafas son uno de los grupos de artrépodos con mayor diversidad y riqueza de especies.
Hasta la fecha, a nivel mundial se han descrito un total de 49,447 especies (World Spider
Catalog, 2021). Este grupo de aracnidos, es reconocido como uno de los depredadores por
excelencia en la cadena trofica, cumpliendo un importante papel ecolodgico en los lugares
donde se distribuyen, debido a que las arafias, ademas de mantener estables las poblaciones
de insectos, ayudan en los entornos antropizados consumiendo presas que pueden ser
daiiinas para el ser humano (Foelix, 2011).

A pesar del lugar importante que tienen las arafias en los ecosistemas, falta mucho
por conocer de su diversidad y mucho trabajo taxonémico que realizar en los diferentes
grupos, sobre todo en un pais megadiverso como México. El orden Araneae Clerck, 1757
en este pais incluye 2,388 especies y se estima que se conoce apenas el 22.9% de su
riqueza en la Republica Mexicana (Francke, 2014; Brescovit et al. 2017). Esto implica una
problemadtica ya que, al no tener el suficiente conocimiento taxondémico de este grupo,
existe la posibilidad de que una gran cantidad de las especies de arafias presentes en
México, estén desapareciendo sin nuestro apercibimiento (Brescovit et al. 2017). Aunado a
esto, Salticidae es la familia de arafias més diversa del orden Araneae, presenta el mayor
nimero de géneros y riqueza de especies, de la cual todavia faltan muchas especies por
descubrir (World Spider Catalog, 2021).

Pelegrina Franganillo, 1930 es un género norteamericano de arafnas salticidos que
se distribuye desde Canadé hasta el sur de Panama. Actualmente cuenta con 38 especies
descritas (World Spider Catalog, 2021), de las cuales 19 se encuentran distribuidas en
México (Richman et al. 2012). La mayor parte de investigacion con estas arafias ha sido
enfocada principalmente en la parte taxondmica, con algunos trabajos sobre la historia de
vida y aspectos bioldgicos (Dondale, 1961; Horner y Starks, 1972). Este género fue
revisado por ultima vez en el trabajo de Maddison (1996), donde se plantean ciertos
caracteres morfologicos que delimitan al género de manera parcial. Estos caracteres
agrupan en diferentes conjuntos a las especies de Pelegrina con base en caracteristicas de
las estructuras reproductivas de machos y hembras. Las especies del grupo furcata,
conforman la mayor cantidad de especies en comparacidon con el resto, y mantienen una
amplia distribucion que va desde Colorado en Estados Unidos hasta Panama, atravesando
México con presencia en 13 estados de la Republica Mexicana (Maddison, 1996).

En cuanto a la taxonomia tradicional en arafias, ésta se basa en las estructuras
sexuales tales como los pedipalpos en machos y receptidculos seminales o epiginios en
hembras. Estos son caracteres morfologicos robustos y suficientes para la separacion de
especies y diagnosis en la mayoria de los grupos de arafias (Huber, 2003). Sin embargo, en
el caso del género Pelegrina, al igual que en muchos otros, las hembras presentan epiginios
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con una variacion morfologica continua, lo que vuelve complicado discernir si se trata de
especies con una amplia variacion intraespecifica y/o geografica o de complejos de
especies.

Por lo tanto, se considera necesario hacer la revision taxondmica de las especies del
grupo furcata debido a lo anteriormente mencionado, y a la ausencia de estudios de revision
de Pelegrina, siendo el trabajo de Maddison (1996) el mas actual, asi como a la escasez en
el conocimiento de las especies mexicanas del género, tomando en cuenta que tanto en
Meéxico como en América Central existen todavia especies del grupo sin describir
(Maddison, 1996). Algunas de éstas son referidas por Maddison sobre especimenes
encontrados en el Estado de México, Jalisco, Guerrero y Durango (Maddison, 1996: 365,
figuras 464-471), mientras que otras se encuentran resguardadas en colecciones biologicas
de México, como la Coleccion Nacional de Aracnidos (CNAN), del Instituto de Biologia,
UNAM. Ademas, debido a la alta incertidumbre que presenta Pelegrina en la variacion de
sus caracteres morfologicos, es necesaria la delimitacion de las especies putativas
mexicanas del grupo furcata, de manera integradora, utilizando la concordancia entre la
evidencia morfoldgica y la evidencia molecular, utilizando una region del gen citocromo c
oxidasa subunidad 1 (COl), para posteriormente realizar la descripcion de las especies
nuevas.



2. GENERALIDADES
2.1. Diversidad y distribucion de Salticidae Blackwall, 1841

La familia Salticidae es la familia de arafias con mayor riqueza de especies y diversidad
morfoldgica, actualmente con 6,343 especies descritas validas y 658 géneros a nivel
mundial (Bradley, 2012; World Spider Catalog, 2021). Estas araias se distribuyen en todos
los continentes con excepcion de la Antartida, siendo la mayoria de las especies tropicales
(Bodner, 2002; Maddison et al. 2008). Su diversidad en México es pobremente conocida y
ha sido poco estudiada. Se tienen algunos trabajos de Hoffmann (1976) que cita 177
especies, el estudio de Jiménez (1996) en donde se mencionan 193 especies y el de
Richman y Cutler (2012) en donde se reportan 263 especies para el pais.

Esta familia es caracterizada por presentar un par de o0jos unicos y complejos, los
grandes ojos anteriores medios, que le otorgan al grupo una visiéon muy aguda, causando el
desarrollo de complejos comportamientos de apareamiento y de depredacion (Blackwall,
1841; Maddison, 1996; Su et al. 2007).

2.2. Edad estimada de Salticidae

La edad estimada para la familia Salticidae, se encuentra establecida por dos
hipotesis diferentes concordantes (Garcia-Villafuerte, 2018). La primera resuelve una edad
alrededor de los 44 a 49 Ma, colocando a la familia con un origen en el Periodo Pale6geno,
durante la Epoca del Eoceno temprano-medio, con base en los fésiles mas antiguos de tres
géneros de salticidos (Almolinus Petrunkevitch, 1958; Gorgopsina Petrunkevitch, 1955 y
Prolinus Petrunkevitch, 1958) considerados extintos de la subfamilia Hisponinae Simon,
1901, para el &mbar del Baltico (Weitschat y Wichard, 2002 citado en Bodner y Maddison,
2012). La segunda hipdtesis, de Bodner y Maddison (2012), con base en métodos de reloj
molecular y utilizando calibraciones fosiles y restricciones geoldgicas, data el origen de la
familia de 47 a 57 Ma para radiaciones en el Paleoceno tardio y Eoceno temprano.
Considerando ambas hipoétesis la aparicion de la familia Salticidae corresponderia a la era
Cenozoica. No obstante, Penney (2010) menciona que no se descarta la idea de poder
encontrar miembros fosiles de esta familia en el Mesozoico, en los registros del Cretacico,
debido a la brecha de conocimiento que existe sobre la presencia de este grupo en el &ambar
de Francia del Eoceno y los del Cretaceo.

En cuanto a la presencia de la familia Salticidae en América del Norte, los registros
mas antiguos que se tiene datan alrededor de los 15 a 23 Ma, con la evidencia de los fosiles
del Mioceno en el ambar de Chiapas, como es el caso de Galionora Maddison, 2006 (23
Ma; Garcia-Villafuerte, 2018), y otros registros que amplian la diversidad de fauna salticida



norteamericana desde el Mioceno temprano al medio (Hill y Edwards, 2013; Garcia-
Villafuerte, 2018).

2.3. Historia taxondmica de Salticidae

La historia sobre la sistematica de Salticidae comenz6 con algunos trabajos de
Eugene Simon en 1901, basado en caracteristicas superficiales del cuerpo de salticidos para
su clasificacion, como es la denticion presente en los queliceros. Estas caracteristicas
pronto se vieron limitadas para representar la diversidad morfologica de la familia
(Proszynski, 2016). Posteriormente se le di6 importancia diagndstica a las caracteristicas
genitales del macho, como son las principales estructuras del pedipalpo favoreciendo la
organizacion de la familia con los trabajos de Jerzy Proszynski (Maddison y Hedin, 2003a).
Después de esto, otros trabajos como el de Wanless (1984) asignaron nuevas estructuras
diagnosticas del pedipalpo, y continuaron las revisiones de géneros y el reacomodo de
especies (Maddison, 1996). El andlisis de secuencias de DNA esclarecid las relaciones
filogenéticas de algunos grupos de la familia reestructurando grupos supragenéricos con
base en diferentes secuencias genéticas (Maddison y Hedin, 2003a; Maddison et al. 2008;
Bodner y Maddison, 2012).

A pesar de conocer la monofilia de la familia Salticidae, la evidencia que se tenia al
respecto de su grupo hermano era escasa, con pocos trabajos que mencionaban algo al
respecto (Ramirez, 2014; Garrison et al. 2016; Wheeler et al. 2017). Sin embargo, con el
reciente trabajo sobre el estudio filogendmico y transcriptomico comparativo de Araneae,
se logra soportar la relacion de la familia Salticidae como grupo hermano de Corinnidae
Karsch, 1880, utilizando una combinacion de datos transcriptdmicos con una matriz
filogenética basada en secuencias Sanger (Fernandez et al., 2018; Figura 1).

Actualmente, la monofilia de la familia Salticidae esta soportada por la morfologia y
los andlisis moleculares del grupo (Maddison, 2015). Las caracteristicas morfologicas
abarcan principalmente, la forma de los ojos anteriores medios y la disposicion general de
los ojos, ademas del comportamiento caracteristico de salto marcado mayormente en estas
arafias, lo que posiblemente implica caracteres de importancia en la cuticula, musculatura y
sistema nervioso de las mismas, entre algunos otros (Ramirez, 2014; Maddison, 2015). En
cuanto a los analisis moleculares, la monofilia de la familia ha sido corroborada en mas de
una ocasion, utilizando diferentes andlisis filogenéticos, de maxima verosimilitud,
parsimonia y métodos coalescentes, con secuencias genéticas y de hasta 447 loci (Madisson
y Hedin, 2003a; Maddison et al. 2014; Maddison et al. 2017; Figura 2).

El amplio conjunto de los trabajos sobre la sistematica de los salticidos, ha generado
una clasificacion tentativa de la familia Salticidae, compuesta por siete grandes subfamilias,
en donde la mayoria de las especies estan agrupadas en la subfamilia Salticinae Blackwall,
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1841 (Maddison, 2015). Esta clasificacion se basa en la evidencia molecular extraida de
diferentes andlisis filogenéticos multilocus, tomando en cuenta ademds los datos
morfoldgicos existentes, con los cuales también se ha corroborado la monofilia y las
relaciones entre las diferentes subfamilias (Madisson y Hedin, 2003a; Madisson y Hedin,
2003b; Zhang y Maddison, 2013; Maddison et al. 2014; Maddison et al. 2016; Maddison et
al. 2017: Maddison et al. 2020).
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sl ustrochiloidea
Palpimanocidea
Erasidae
Nicodamoidea
Anapidae
— Theridiidae
Mysmenidae
[[— el Mz lkaridae
— Tetragnathoids
Synaphridae
| ‘ Cyatholipidae
Pimoidae
Linyphiidae
Synotaxidae
4 Nesticidae
Physoglenidas
Theridiosomatidae
Araneidae
Uloboridas
Hersiliidaa + Oecobiidag

|| Deinopidae

— =l Zodarioidea

Sparassidae

| [l Marronoidea

Hamalonychidae

el Zoropsidae

Oxyopidae

1 —*Thnml:ﬂdue
Iy Crenidae | (Anahita)
Fisauridae
7 Ctenidae Il {Cupiennius)

el Lycosidae
Miturgidae

\ — aelenopidas
:| Salticidae
| | ——umil] Corinnidas

—=amll Gnaphosoidea sensu lato

Senaculidas

a2

Figura 1. Hipotesis filogenética del orden Araneae mostrando sus relaciones, con puntas colapsadas
a niveles taxonomicos mas altos. La flecha negra indica la ubicacion de la familia Salticidae.
Imagen tomada y modificada de Fernandez y colaboradores (2018).

2.4. Diversidad y distribucion de la subfamilia Salticinae Blackwall, 1841
La subfamilia Salticinae incluye el 93% de todas las especies conocidas de

salticidos, con 5,379 especies en 538 géneros, y presenta una distribucion mundial que va
desde regiones templadas hasta regiones articas (Maddison, 2015). Esta subfamilia se



divide en dos grandes clados: Amycoida Maddison y Hedin, 2003 y Salticoida Maddison y
Hedin, 2003.
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Figura 2. Filogenia de la familia Salticidae basada en Maxima Verosimilitud. Los niimeros indican
el porcentaje de soporte Bootstrap para cada clado. Los semicirculos indican clados apoyados
también en los resultados de Maddison y colaboradores (2014) o de Ruiz y Maddison (2015). El
clado sombreado con azul representa al clado Salticoida. Tomada y modificada de Maddison y
colaboradores (2017).

El clado Amycoida contiene una menor cantidad de especies con tan solo 430
especies en 63 géneros, se encuentra ausente en el viejo mundo y su distribucion es
predominante en América del Sur (Maddison, 2015). Este clado presenta una gran
diversidad de formas y adaptaciones miméticas en diferentes especies, como son las
especies que mimetizan hormigas, escarabajos, las que habitan la corteza plana y las que
viven en el suelo (Maddison, 2015). El clado Salticoida agrupa la mayoria de las especies
descritas en la subfamilia, con alrededor de 427 géneros y 4,825 especies, manteniendo una



distribucion mundial, con una sobresaliente ocurrencia en Indonesia, China, Australia y
América (Maddison, 2015; World Spider Catalog, 2021).

El clado Salticoida estd a su vez dividido en tres principales clados, dentro de los
cuales se encuentra el clado Marpissoida (Figura 2). Este clado agrupa alrededor de 90
géneros con 840 especies, con una distribucion mundial sobresaliente en Norte y
Centroamérica (Maddison, 2015). El clado Marpissoida se divide en tres tribus, dentro de
las cuales Dendryphantini Menge, 1879 es considerada una de las tribus con mayor riqueza
de especies dentro de la familia. Esta tribu agrupa 73 géneros y alrededor de 749 especies
neotropicales (Maddison, 2015).

La tribu Dendryphantini agrupa cuatro subtribus, de las cuales Dendryphantina
Menge, 1879 comprende 581 especies en 56 géneros (Maddison, 2015). La diversidad de
estas especies domina en muchas areas de América del Norte, con algunos géneros como
Dendryphantes Koch, 1846 en Eurasia (Maddison, 2015). En esta subtribu se encuentran
agrupados a géneros conocidos como Phidippus Koch, 1846, Paraphidippus Pickard-
Cambridge, 1901, Dendryphantes, Metaphidippus Pickard-Cambridge, 1901 y Pelegrina,
los cuales conforman los géneros con mayor nimero de especies dentro del grupo.

2.5. Taxonomia y sistematica de la Subfamilia Salticinae

La monofilia de la subfamilia Salticinae esta soportada por caracteres morfoldgicos
como por datos moleculares (Maddison, 2015). Estos caracteres morfologicos son: la
ausencia de ufias en el tarso del pedipalpo de la hembra, el esclerito interqueliceral reducido
(Maddison, 1996) y la presencia de una ap6fisis mediana en el pedipalpo del macho
(Madisson et al. 2016). A su vez, los salticinos presentan una mayor heterogeneidad de
sedas en las patas que los no salticinos, presentando una importante variacion en sus
longitudes, ademas de las macrosedas y tricobotrias (Maddison, 2015).

Los dos grandes clados de esta subfamilia estan delimitados tnicamente por datos
moleculares (Maddison, 2015). A pesar de que en el clado Salticoida se presentan algunas
caracteristicas en el pedipalpo inusuales para el resto de los salticidos, no se tiene una
sinapomorfia morfoldgica establecida (Maddison, 2015).

La monofilia del clado Marpissoida esta bien soportada por datos moleculares, con
la Unica excepcion de dos géneros pertenecientes a la tribu Tisanibini Maddison, 2015
(Bodner y Maddison, 2012). A pesar de que todos los integrantes de ese clado presentan un
émbolo en forma de espiral y el desarrollo completo de la hematodocha del émbolo, las
cuales podrian ser sinapomorfias del mismo, estos caracteres también se encuentran
presentes en otros grupos que no pertenecen a este clado (Maddison, 2015). En cuanto a la
tribu Dendryphantini no se conocen sinapomorfias morfoldgicas, pero se encuentra bien
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soportada por los datos moleculares (Hedin y Maddison 2001; Maddison y Hedin 2003a;
Maddison et al. 2014).

La subtribu Dendryphantina si presenta caracteres morfologicos que lo delimitan,
tales como la presencia de una carina en la parte inferior del quelicero masculino, la
existencia de un émbolo en forma de espiral, y una abertura epiginial en forma de “S”
(Maddison, 1996). Estos caracteres dan soporte a su monofilia junto con la evidencia
molecular obtenida de varios géneros (Hedin y Maddison 2001; Maddison y Hedin 2003a).
Esta subtribu agrupa una gran diversidad de salticidos, los cuales se pueden encontrar con
cuerpos robustos y altos como en el caso de Paraphidippus, Phidippus y Dendryphantes,
asi como arafias alargadas y delgadas como Phanias Pickard-Cambridge, 1901 y Hetzia
Marx, 1883 (Hedin y Maddison, 2001), y algunas mas compactas y pequefias como
Metaphidippus y Pelegrina.

2.6. Diversidad y distribucién del género Pelegrina Franganillo 1930

El género Pelegrina se encuentra representado por 38 especies descritas, las que
conforman el 7% dentro de la subtribu Dendryphantina, siendo uno de los cinco géneros
con mayor riqueza de especies (World Spider Catalog, 2021). Las especies de Pelegrina
presentan una distribucion norteamericana que va desde Canada hasta el sur de Panama,
con al menos 19 especies presentes en México, con presencia en 21 estados de la Republica
Mexicana (Correa et al. 2014; Desales-Lara, 2014; Richman et al. 2012).

Este género se puede encontrar en diversos habitats del Artico hasta las tierras bajas
tropicales del centro de América. Algunas especies pueden estar habitando en tierras altas
de bosque nuboso, en bosque mixto de roble y pino y en tierras bajas tropicales de México,
en donde las podemos observar en el follaje de arboles y arbustos, asi como ocasionalmente
en el suelo (Maddison, 1996; Figura 3).

2.7. Taxonomia y sistematica del género Pelegrina

El género Pelegrina fue descrito en 1930 por Pelegrin Franganillo Balboa de la
cadena montafosa “Sierra Maestra” en la region oriental de Cuba. Pelegrina fue descrito
como un género nuevo de la subfamilia Heliophaninaes Franganillo, 1930 con la especie
tipo Pelegrina geniculata Franganillo, 1936, conforme a caracteres tales como la presencia
de un cefalotérax moderadamente alto, un clipeo encontrado tan alto como la mitad del
diametro de los ojos anteriores medios, la presencia de queliceros en forma acodada, un
esternon truncado a lo ancho de la parte anterior, la apariciéon de los ojos anteriores
ligeramente recurvados, un cuadrangulo ocular mas ancho que largo y la presencia del
primer par de patas mas robustas que las demds (Franganillo, 1930).
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Figura 3. Especimenes vivos de diferentes especies de Pelegrina. Fotografias tomadas por Kirino
Arreguin. a) P. orestes (macho) del Edo. de México, Aculco, cascada la Concepcion (terreno de
acacias y nopales), b) P. edrilana (hembra) del Edo. de México, Toluca, Parque de Sierra Morelos
c) P. sp. aff. P. chaimona (macho) del Edo. de México, Toluca, Parque Sierra Morelos (bosque de
pino- oyamel), d) P. sp. (macho) de Hidalgo, Jacala, ) P. sp. (hembra) de Nayarit, Jala, Volcan
Ceboruco (cafiada himeda), f) P. sp. (hembra) del Edo. de México, Coatepec Harinas, Meyuca de
Morelos, Cerro de las Huacas (selva baja caducifolia).

Después de la publicacion de la descripcion del género, Kaston en 1973 describe a
las especies flaviceps, peckhamorum vy tillandsiae como especies de Metaphidippus,
actualmente pertenecientes a Pelegrina. Previamente, Peckham y Peckham (1901, 1909)
describen a las especies proxima, arizonensis y pervaga como especies de Dendryphantes
que posteriormente son parte de Metaphidippus y luego de Pelegrina. La ultima revision
del género fue hecha por Maddison en 1996, quién considerando otros géneros de
Dendryphantina como Metaphidippus, Nagaina Peckham y Peckham, 1896, Phanias,
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Terralonus Maddison, 1996, Bagheera Peckham y Peckham, 1896, Dendryphantes, Beata
Peckham y Peckham, 1895, y Ghelna Maddison, 1996, transfiere 19 especies al género
Pelegrina. En esta publicacion, Maddison reacomoda 17 especies de Metaphidippus, una
especie de Dendryphantes (D. flavipedes) y a otra especie de Beata (B. variegata), con base
en caracteristicas encontradas en los pedipalpos de machos, principalmente, y ademas
realiza la descripcion de 17 especies nuevas para el género (Maddison, 1996).

En el trabajo de Maddison (1996) se realiza la revision completa de Pelegrina,
agregando caracteres morfologicos que identifican a la mayoria de sus especies como parte
de este género. Sin embargo, estos caracteres no estdn presentes en su conjunto en las
especies de Pelegrina y, por lo tanto, la evidencia morfoldgica que se tiene delimita a este
grupo de manera parcial.

Los caracteres de importancia taxondémica propuestos por Maddison (1996) son los
siguientes (Figura 4): 1) la presencia de dos ramas terminales retrolaterales a la apertura en
el émbolo del macho (a), 2) el potencial de distension de la estructura “hematodocha”
encontrada distalmente en el pedipalpo del macho, presente en todo Pelegrina, en las
especies de Metaphidippus grupo mannii y el género Eris Koch, 1846, (b-d), 3) la aparicion
de las proyecciones a manera de alerones o “flaps” desarrolladas, largas y anchas cubriendo
los opérculos genitales en la abertura epiginial de la hembra, encontrados en todo Pelegrina
y en diferentes tamafios en otros dendryphantinos (e, f), 4) la existencia de arrugas en el
margen anterior del colmillo queliceral del macho observados en todo Pelegrina y
presentes de diferente forma en otros dendryphantinos (g, h), 5) la presencia de bandas
distintivas observadas contactando a los ojos anteriores medios en el caparazon del macho,
encontradas junto con las bandas laterales en algunas especies del grupo mannii de
Metaphidippus y en la mayoria de Pelegrina (i- k), 6) la aparicion de una marca palida en
forma de “V” invertida en machos que mantiene contacto con los ojos anteriores medios,
observada en la mayoria de los machos de Pelegrina y en algunos otros dendryphantinos (i-
k), y 7) la existencia de una apofisis tibial puntiaguda y esclerosada en el pedipalpo del
macho, acompafiada de una cresta debajo de esta apofisis dandole una apariencia de
apofisis bifida, presente en la mayoria de las especies de Pelegrina y del grupo mannii asi
como de otros dendryphantinos (I, m) (Maddison, 1996).

Debido a lo anterior, Maddison agrupa 19 especies de Pelegrina en diferentes
conjuntos, los cuales comparten ciertos caracteres como evidencia indirecta de su monofilia
(Maddison, 1996). El resto de las especies presentan émbolos caracteristicos delgados con
ramas terminales pequefias en los machos, el cual podria ser considerado como un caracter
plesiomorfico para el género (Maddison, 1996). Los seis grupos de Pelegrina se muestran
en el cladograma (Figura 5), presentado el grupo flavipedes las especies flavipedes
Maddison, 1996, actualmente flavipes Peckham y Peckham, 1888, flaviceps Kaston, 1973 y
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exigua Banks, 1892, el grupo pervaga con pervaga Peckham y Peckham, 1909, sabinema
Maddison, 1996 y kastoni Maddison, 1996, el grupo neoleonis las especies neoleonis
Maddison, 1996 vy tristis Maddison, 1996, el grupo arizonensis con arizonensis Peckham y
Peckham, 1901 y helenae Banks, 1921, el grupo montana las especies montana Emerton,
1891, insignis Banks, 1892 y chaimona Maddison, 1996, y el grupo furcata con las especies
furcata Pickard-Cambridge 1901, huachuca Maddison 1996, morelos Maddison 1996,
bicuspidata Pickard-Cambridge 1901, volcana Maddison, 1996, y ochracea Pickard-
Cambridge, 1901 (Maddison, 1996).
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Pelegrina

Figura 5. Cladograma del género Pelegrina, realizado por Maddison con evidencia morfologica. El
clado sombreado con azul representa el clado del grupo furcata. Imagen tomada y modificada de
Maddison (1996).

Los trabajos actuales sobre Salticidae no se han centrado en las relaciones
filogenéticas internas del género Pelegrina y tampoco se tiene todavia una filogenia
molecular que represente y corrobore la monofilia del género propuesta por Maddison
(1996) con base en caracteres morfoldgicos. Sin embargo, los trabajos que se tienen hasta
ahora sobre la familia y que incluyen dentro de los dendrifantinos a representantes de
Pelegrina, colocan a este género como grupo hermano de Eris, siendo soportados con
analisis de Maxima Verosimilitud utilizando arboles concatenados de COI + ND1 (Hedin y
Maddison, 2001; Maddison y Hedin, 2003a). Ademas, en otro trabajo sobre biogeografia de
salticidos se han publicado filogenias en donde Pelegrina se coloca como grupo hermano
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del género Phidippus con analisis de Inferencia Bayesiana y probabilidades posteriores de
0.98 utilizando los genes 16s-ND1 (Bodner y Maddison, 2012).

2.8. Diversidad y distribucion de Pelegrina (grupo furcata) Franganillo, 1930

Las especies que conforman el grupo furcata del género Pelegrina, mantienen la
siguiente distribucion geografica; Figura 6, Mapa generado en SimpleMappr (Shorthouse,
2010): en el norte de Colorado con P. furcata, pasando por el centro y sureste de Arizona
con P. furcata y P. huachuca, atravesando México llegando al sur de Guatemala con las
especies P. furcata, P. morelos, P. bicuspidata, y P. ochracea, hasta llegar a Panama con la
presencia de P. volcana (Maddison, 1996; Richman et al. 2012).

Los registros del grupo furcata para México indican la presencia de cuatro especies
(P. furcata, P. bicuspidata, P. morelos y P. ochracea) reconocidas y distribuidas en 13
estados del pais: Chihuahua, Nuevo Leon, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Estado de México,
Ciudad de México, Morelos, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y Quintana Roo
(Desales-Lara, 2014, Richman et al. 2011).

2.9. Taxonomia de Pelegrina (grupo furcata Maddison, 1996)

Las especies dentro del grupo furcata comparten los caracteres taxonémicos tres y
siete mencionados anteriormente para el género Pelegrina (Figura 4 e, 1). Estas especies
presentan los alerones epiginiales de las hembras fuertemente convexos similares a los
encontrados en P. proxima Peckham y Peckham, 1901 y P. peckhamorum Kaston, 1973, y
la presencia de la cresta bajo la apofisis tibial en los pedipalpos de machos, desarrollada
como una segunda apofisis, ademas de presentar los machos surcos en el borde retrolateral
de la base del émbolo en sus pedipalpos, similares en P. insignis y las hembras una
superficie epiginial concava detras de los alerones o “flaps” similar a la encontrada en P.
proxima, P. peckhamorum y P. balia Maddison, 1996 (Maddison, 1996).

Los estudios sobre este grupo de especies del género Pelegrina se limitan a las
descripciones originales de las especies (Pickard-Cambridge, 1901, Maddison, 1996), a sus
diferentes transferencias a otros géneros (Petrunkevitch, 1911, Proszynski, 1971, Peckham
y Peckham, 1909, Chamberlin, 1925, Jung y Roth, 1974), y a la revision de Maddison antes
mencionada, la cual es la mayor aportacion al grupo, no solo en su taxonomia, sino también
sobre el comportamiento de cortejo y la historia natural del grupo (Maddison, 1996).
Ademas, las especies del grupo furcata se pueden encontrar en algunos estudios de
diversidad de arafias (Garcia-Villafuerte, 2009; Jiménez-Jiménez, 1989; Medina-Soriano,
2002), y en listados de la familia Salticidae (Desales-Lara, 2014; Hoffmann, 1976; Lopez-
Villegas et al. 2012; Richman et al. 2012; Richman y Cutler, 1988).
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Figura 6. Distribucion de las especies del género Pelegrina (grupo furcata). A) Registros de
Estados Unidos y Norte de México. B) Registros del Centro y Sur de México, y Guatemala, el
recuadro a la derecha del mapa muestra el Gico registro que se tiene para Panama. Abreviaturas:
CDMX: Ciudad de México, CHH: Chihuahua; EDOMEX: Estado de México; HGO: Hidalgo;
MOR: Morelos; NM: Nuevo Mexico; NLE: Nuevo Leon; PUE: Puebla; QR: Quintana Roo; QRO:
Querétaro; VER: Veracruz. Registros tomados de Maddison (1996) y Richman y colaboradores
(2012).

2.10. Delimitacion de especies

Las especies son unidades fundamentales y juegan un papel central en biologia
(Rannala y Yang, 2020; Stockman y Bond, 2007). Su descubrimiento y delimitacion es uno
de los objetivos empiricos de la sistematica que se mencionan con mayor frecuencia
(Brooks y McLennan, 1999; Wheeler y Meier 2000), pues el develar una especie permite
entender muchas de las ramas de la biologia, como lo son la misma sistematica, la ecologia
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y la biologia de la conservacion (Wheeler y Meier 2000). Aunado a esto, el reconocer
especies es fundamental para percibir y actuar en funcion de la diversidad de organismos
con la que habitamos el planeta, asi como poder estimar y disminuir la tasa actual de
extincion, ya que, debido a la existencia de limites de linajes inciertos y al alto porcentaje
estimado de especies que falta por descubrir (de un 80 a 90% sin descubrir), es posible que
muchos de estos linajes pasen inadvertidos (Rannala y Yang, 2020).

Dada su importancia, la separacion de linajes ha causado controversia por mucho
tiempo debido al nimero de conceptos de especie propuestos, los cuales pueden ser
incompatibles al momento de establecer limites entre esta categoria, y causar confusion al
momento de elegir los criterios para establecer nuevas especies (Brooks y McLennan,
1999; Carstens et al. 2013; De Queiroz, 2007). El concepto unificador de especie se logra
tratando la existencia de un linaje de metapoblacion que evoluciona por separado como la
unica propiedad necesaria de las especies, en donde los diferentes criterios de especies
secundarias son utilizados como diferentes lineas de evidencia relevantes para evaluar la
separacion de linajes, los cuales pueden utilizarse en diferentes etapas del proceso de
especiacion (Baum y Smith, 2012; Carstens et al. 2013; De Queiroz, 2007).

El proceso para establecer estos limites sigue los pasos del descubrimiento o la
delimitacion de especies de novo para algunos autores (Eberle et al., 2019), la identificacion
o validacion de especies y la delimitacion de linajes (Prendini, 2005). El reconocimiento de
especies candidatas se realiza con base en cualquier evidencia de las propiedades
secundarias de los linajes, lo que conocemos como los diferentes conceptos de especie
(Vieties et al. 2009). La identificacion de estas especies se hace evaluando objetivamente
estas evidencias con ayuda de andlisis estadisticos (heuristicos o paramétricos), lo que
conforma la propiedad operativa de cada concepto (De Queiroz, 2007; Site y Marshall,
2004). Por ultimo, la delimitacion de las especies se realiza comparando estadisticamente
las diferentes hipotesis generadas o por dos criterios principales por congruencia entre los
métodos de delimitacion o por acumulacion de las evidencias reunidas y los distintos
métodos utilizados (DeSalle et al., 2005; Padial et al., 2010).

Con base en lo anterior, la delimitacion de especies se enfrenta al problema de
estudiar la o las propiedades evolutivas necesarias que estén operando en un linaje al
momento de su estudio, y en ocasiones a saber discernir e integrar la informacion obtenida
de cada una de las evidencias (DeSalle et al. 2005; Vieties et al. 2009). En la mayoria de los
casos es preciso y necesario incluir una segunda o tercera evidencia para poner a prueba
nuestras especies candidatas (DeSalle et al. 2005; Vieties et al. 2009). En la sistematica
moderna, la evidencia morfologica, la distribucién geografica y la evidencia molecular son
las principales propiedades que se utilizan para discernir entre una especie y otra (De Salle
et al. 2005). La evidencia morfoldgica sigue siendo una propiedad secundaria preliminar y
en algunas ocasiones es suficiente al momento de realizar la separacion de especies. No
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obstante, esto depende mucho del grupo de estudio, siendo en otras ocasiones insuficiente o
inadecuada (Hamilton et al. 2014; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragén, 2020; Pante,
et al. 2015; Valdez-Mondragoén et al. 2019; Valdez-Mondragén, 2020).

En el caso de la informacién del DNA, utilizada en el contexto de cddigo de barras
ha sido muy criticada al usarse como unica evidencia para delimitar especies. Esto debido a
la necesidad de reconocer una entidad evolutiva en la naturaleza y a la manera en cémo se
estudia la cadena de nucleotidos al momento de la delimitacion (DeSalle et al. 2005). No
obstante, el potencial de las secuencias genéticas para seleccionar organismos
microscopicos u organismos cripticos (Rannala y Yang, 2020), y para asignar especimenes
no identificados a especies ya establecidas, ha sugerido su uso como una herramienta
importante en el descubrimiento de especies y su identificacion (Hebert y Gregory, 2005;
Prendini, 2005; Savolainen, et al. 2005; Vieties et al. 2009).

Las discusiones sobre las ventajas y desventajas de utilizar el DNA como unica
evidencia para delimitar linajes deben de fomentar la generacion de hipotesis robustas, en
donde se plantee todo el conocimiento posible de los organismos a separar (Brooks y
McLennan, 1999; Padial et al., 2010). Ademas, se reconoce que la delimitacion de especies
basada en una amplia gama de datos, forma hipotesis cientificas con mayor reafirmacion,
con las cuales se pueden hacer predicciones explicitas sobre muchas otras caracteristicas
bioldgicas del organismo, generando patrones evolutivos que se requieren explicar (De
Queiroz, 2007; Lipscomb et al. 2003; Sites y Marshall, 2003).
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3. ANTECEDENTES
3.1. Métodos de delimitacion molecular de especies en arafias

A partir del afno 2000 ha habido un fuerte progreso en cuanto a las técnicas moleculares
para utilizar la informacion del DNA, incrementando su uso tanto para definir especies
como para estudiar el proceso de especiacion (Stockman y Bond, 2007; Rannala y Yang,
2020).

Existe una gran cantidad de métodos estadisticamente novedosos para identificar
especies de manera objetiva y rigurosa desde distintas perspectivas (Sites y Marshall,
2003). Una gran cantidad de procedimientos con evidencia molecular son utilizados para
inferir de manera indirecta la presencia o ausencia del flujo génico dentro y entre las
especies hipotéticas, con un enfoque mds cercano a la genética de poblaciones (Sites y
Marshall, 2003, 2004). Otros métodos se basan en el concepto filogenético de especie,
delimitando a las especies como linajes histdricos representados como grupos naturales o
monofiléticos (Hennig, 1966), basados en las relaciones historicas de los linajes, o basados
en la posesion de caracteres exclusivos de los mismos (Baum y Donoghue, 1995).
Finalmente, algunos de los métodos mas populares son los basados en la teoria de la
coalescencia, los que delimitan poblaciones en un nivel genealdgico, identificando a las
especies como grupos exclusivos de organismos, en donde la convergencia de genes dentro
de una poblacion es mas reciente entre si, que con los organismos fuera de la misma (Baum
y Donoghue, 1995; Davis, 1996).

Es preciso resaltar que los diferentes métodos para delimitar especies pueden
generar hipotesis distintas al momento de identificar linajes, derivadas de los multiples
procesos evolutivos que se encuentran operando dentro y entre las poblaciones, asi como
dependiendo del criterio utilizado por cada método. Por esto, resulta indispensable definir
objetivamente el o los conjuntos de datos a utilizar, y los métodos empiricos rigurosos a
elegir para examinar los datos (Brooks y McLennan, 1999; Cracraft, 2000; Sites y
Marshall, 2003, 2004). Ademas, es importante tener en cuenta la manera en la que se van a
integrar los resultados de las diferentes evidencias y métodos utilizados (Padial et al.,
2010).

3.1.1. Métodos basados en distancias genéticas

Algunos de los métodos de delimitacion molecular utilizados en los trabajos con
arafias, son los analisis basados en distancias genéticas. Estos métodos se basan en la
premisa de que la brecha de la divergencia intraespecifica es menor a la generada por la
divergencia interespecifica, y logran ser eficientes cuando estas brechas se comportan asi
en el gen utilizado, vistas como el resultado de un aislamiento reproductivo (Puillandre,
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2012). El objetivo de estos métodos es encontrar la “brecha de codigo de barras” que
marque la separacion entre una especie y otra, para inferir las especies putativas de los
linajes bajo estudio (Barret y Hebert, 2005; Puillandre et al., 2012).

Una de las desventajas de utilizar estos métodos para separar especies es que existe
una alta probabilidad de encontrar diferencias fijas falsas en el DNA de muestras pequenas
de individuos, e incluso diferentes haplotipos en diferentes poblaciones de una misma
especie, lo que puede generar confusion al momento de separar especies (Rannala y Yang,
2020). También se sabe que esta brecha de codigo de barras varia entre los diferentes
grupos de organismos debido a factores como el tamafio efectivo de la poblacion y los
tiempos de divergencia de las especies (Rannala y Yang, 2020), entre otras circunstancias
que tienen que ver con la estructura poblacional, la capacidad de dispersion, etcétera
(Eberle et al., 2019; Johannesen et al., 2012). Por lo tanto, con el propdsito de evitar la
subjetividad, se considera un buen uso de esta informacién como un analisis preliminar y
en conjunto con otros métodos complejos de delimitacion de especies (DeSalle, 2006).

Algunos de estos métodos basados en distancias genéticas, son: “Descubrimiento
automatico de espacios en el codigo de barras” (Automatic Barcode Gap Discovery) por sus
siglas en inglés ABGD, el “Indice de codigo de barras” (Barcode Index Numbers) por sus
siglas en inglés BINs y el “Codigo de barras de DNA de brecha dura” (Hard-Gap DNA
barcoding) por sus siglas en inglés HB. Estos métodos son utilizados por muchos de los
trabajos recientes sobre delimitacion molecular de especies en arafias (Candia-Ramirez y
Francke, 2020; Hamilton et al. 2014; Hendrixson et al. 2013; Lo et al. 2021; Navarro-
Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Ortiz y Francke, 2016; Valdez-Mondragén y
colaboradores; 2019).

3.1.1.1. Descubrimiento automaético de espacios en el cédigo de barras
“ABGD”

El método ABGD trabaja a través de un proceso automatizado en el que utiliza una
matriz de distancias genéticas. Con esta matriz se genera una primera particion de los datos
en especies putativas (particiones primarias), y a partir de ésta, se generan particiones
recursivas para identificar grupos adicionales que puedan tener diferentes espacios en el
codigo de barras. Las particiones recursivas se realizan hasta que no se puedan dividir més
los datos, llegando a tener una unica especie (Puillandre, 2012). Para realizar esto, el
programa necesita una divergencia intraespecifica previa con un limite inferior y un limite
superior (Rannala y Yang, 2020).

Este método surgié debido a que es dificil establecer un limite estandar de
divergencia en algunos grupos de organismos, ya que con frecuencia las divergencias intra
e interespecifica se traslapan, haciendo dificil definir un umbral. Dado lo anterior, este
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método tiene el objetivo de encontrar automaticamente la distancia en donde se localizan
las brechas entre codigos de barras, dividiendo el conjunto de datos en especies candidatas,
aunque las distribuciones de diferencias se superpongan (Puillandre et al., 2012; Smith et
al., 2005). Dos de las desventajas de este método es que depende de calculos simples de
distancias pareadas y que las distancias intraespecificas pueden ser multimodales
presentando “picos falsos”, debido a factores como el crecimiento de la poblacion o la
seleccion (Rannala y Yang, 2020).

ABGD es uno de los métodos que son empleados cominmente en trabajos de
taxonomia integradora con arafias. Este método ha sido utilizado en trabajos con el género
Ganthela Xu y Kuntner, 2015 (Liphistiidae Thorell, 1869), indicando que, incluso con los
datos de un solo locus (en este caso COl), integrados con datos morfologicos y
geograficos, se puede proporcionar una delimitacion de especies confiable (Xu et al. 2015).
También ha sido utilizado en trabajos de biodiversidad de arafas como es el de Tyagi y
colaboradores (2019), en donde se reconocen alrededor de 21 especies de salticidos,
utilizando el gen CO1. Se conocen varios trabajos con tarantulas en donde se ha utilizado el
método ABGD, utilizando unicamente el gen CO1 (Candia-Ramirez y Francke, 2020;
Hamilton et al. 2014), y utilizando el gen COl y diferentes regiones del espaciador
transcrito interno (ITS) (Hendrixson et al. 2013; Ortiz y Francke, 2016), trabajos en los que
sus resultados coinciden con la mayoria del resto de los métodos utilizados.

En dos de los trabajos recientes con Loxoceles Heineken y Lowe, 1832 de Valdez-
Mondragén y colaboradores (2019) y de Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragén (2020),
utilizando una matriz concatenada de CO1+ITS2, se obtienen resultados congruentes entre
todos los métodos de delimitacion, con excepcion de la particion recursiva de ABGD. Estos
resultados son tipicos en este método, dado que muchas veces se llega a una congruencia de
especies putativas en las particiones primarias, mientras que posteriormente se da una
sobreestimacion de especies en las particiones recursivas. Por otro lado, en un trabajo
reciente con la familia Oxyopidae Thorell, 1870, en donde se delimitan dos especies nuevas
para el género Oxyopes Latreille, 1804, los resultados de ABGD no fueron la excepcion,
siendo congruentes con el resto de los métodos y la evidencia morfoldgica, y tinicamente
fueron discordantes con el método GMYC (Lo et al. 2021).

3.1.1.2. Brecha dura del cédigo de barras de DNA “HB”

El método HB es una variacion del ABGD propuesta por Ortiz y Francke (2016)
para restringir el criterio para detectar la brecha de cddigo de barras universal. Este método
tiene el objetivo de disminuir la posibilidad de que las especie se dividan en exceso,
restringiendo las divisiones a los casos en los que existan grandes espacios en el codigo de
barras, basdndose unicamente en la informacion presente de la matriz analizada (Ortiz y
Francke, 2016).
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Hard-Gap barcoding es un método recientemente propuesto y utilizado en un
estudio con Bonnetina Vol, 2000 (Theraphosidae Thorell, 1869), en un enfoque integrador
utilizando CO1 e ITS1 (Ortiz y Francke, 2016). En este estudio, el método fue exitoso
utilizando el gen COI, al encontrar una brecha significativa entre las diferentes especies,
mientras que para el gen ITS1 de cambio mas lento, el método no fue informativo porque
no pudo encontrar un espacio significativo en la variacion. Por lo tanto, este estudio
considera que el método HB es conservador al ser utilizado con marcadores de evolucion
rapida, como CO1, pero probablemente no esta exento de sobreestimar la diversidad (Ortiz
y Francke, 2016).

3.1.2. Métodos basados en reconstruccion de arboles filogenéticos

La mayoria de los métodos actuales de delimitacion de especies se basan en la
reconstruccion de arboles filogenéticos (Carstens et al., 2013). Estos métodos se diferencian
de los demas debido a que utilizan las propiedades relacionadas con la topologia de los
arboles filogenéticos para delimitar las especies (Sites y Marshall, 2003). Por lo tanto, al
utilizar la monofilia como una propiedad de la topologia y un criterio para delimitar
especies, estos métodos en su mayoria no requieren asignar previamente las terminales a
especies putativas y recaen directamente en el concepto filogenético de especie (Candia-
Ramirez y Francke, 2020).

Para estos métodos, la interpretacion suele ser confusa cuando no existe una
jerarquia subyacente de las especies a estudiar (Goldstein y DeSalle, 2000). Aunado a esto,
existen argumentos que cuestionan el utilizar en primera instancia la informacion de DNA
en busca de caracteres con el objetivo de observar caracteres derivados y posteriormente
realizar los andlisis filogenéticos que nos hablen de la heredabilidad de estos (DeSalle et al.
2005; Goldstein y DeSalle, 2000). Sin embargo, algunas otras opiniones argumentan a
favor del uso preliminar de secuencias genéticas con estos métodos cuando existe
informacion de més de una region genética (DeSalle, 2006).

También se han sugerido métodos de delimitacion en donde se obtiene la
reconstruccion preliminar de una jerarquia basada en cambios de caracteres y
posteriormente el ajuste de las tasas de cambio a diferentes modelos de diversificacion
(Carstens et al. 2013; DeSalle et al. 2005; Goldstein y DeSalle, 2000; Pons et al., 2006).
Algunos de estos métodos son: el “Modelo Coalescente General Mixto de Yule”
(Generalized Mixed Yule Coalescent) por sus siglas en inglés GMYC y la “Implementacion
bayesiana del proceso del arbol de Poisson” (Bayesian implementation of the Poisson Tree
Process) por sus siglas en inglés bPTP. Estos métodos son utilizados por los trabajos
recientes sobre delimitacion molecular de especies en aranas (Ballesteros y Hormiga, 2018;
Candia-Ramirez y Francke, 2020; Hamilton et al. 2011; Hendrixson et al. 2013; Lo et al.
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2021; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Ortiz y Francke, 2016; Valdez-
Mondragon, 2020).

3.1.2.1. Modelo Coalescente General Mixto de Yule “GMYC”

El método GMYC parte de varias dificultades que presenta la delimitacion de
linajes con datos de DNA (Pons et al. 2006). Este método se ha propuesto para establecer
agrupaciones preliminares de linajes, asi como para delimitar especies sin requerir de una
agrupacion previa de los organismos. Ademas, GMYC esta pensado para la delimitacion de
especies utilizando un solo marcador genético (Monaghan et al., 2009; Pons et al., 2006).

El sistema GMYC es un modelo estadistico que se basa en predecir los limites de
especies analizando las tasas de ramificacion en un arbol reconstruido con datos de DNA,
combinando los modelos coalescentes a nivel poblacional, con las ecuaciones del
nacimiento de linajes a nivel de especie (Pons et al., 2006). Se denomina Modelo
Coalescente de Yule, debido a que considera primero una ramificaciéon dentro de las
poblaciones, asumiendo una coalescencia neutra dentro de cada especie debido al flujo
génico azaroso; y segundo, la divergencia entre especies debido al aislamiento reproductivo
entre las mismas, obteniendo asi las probabilidades de dichos tiempos de divergencia en
cada filogenia (Pons et al., 2006). Ademas, este modelo implementa una soluciéon a las
suposiciones estrictas de cada proceso, introduciendo pardmetros que permiten una amplia
gama de modelos diferentes para ambos procesos, lo que le otorga el nombre de general
mixto. El enfoque mas simple para considerar la ramificacion entre especies es el modelo
de Yule de solo nacimientos, y a nivel poblacional es el Coalescente de tamafio constante
(Fujisawa, 2013; Pons et al., 20006).

En un sentido practico, GMYC trabaja clasificando los intervalos de tiempo de
divergencia en procesos de bifurcacion de linajes intra e interespecificos, con ayuda de
restricciones del reloj molecular definidos en los nodos de un arbol ultramétrico (Pons et
al., 2006). Para esto, se suman las probabilidades de los tiempos de ramificacion en todo el
arbol y se utiliza la Maxima Verosimilitud para evaluar el ajuste de las ramas a procesos
poblacionales y especificos, y asi hacer la delimitacion de especies. También se aplica una
prueba de proporcion de verosimilitud para probar la existencia multiples especies Versus
una sola especie (Pons et al., 2006; Rannal y Yang, 2020).

El modelo presenta dos enfoques; el enfoque mas sencillo es el de umbral tnico, el
cual indica un umbral antes del cual existen eventos de especiacion y después del cual
existen eventos de coalescencia, estimando asi el numero de especies al identificar los
nodos descendientes que cruzan ese umbral (Monaghan et al., 2009; Pons et al., 2006).
Mientras que el enfoque de umbral multiple permite la variacion de esta transicion a través

23



del arbol filogenético y es adecuado cuando se trata un conjunto de datos que abarca un
mayor nimero de linajes (Monaghan et al., 2009).

Algunos inconvenientes de GMYC es que tiende a ignorar los errores implicitos en
el arbol genético. Ademas, funciona mejor para conjuntos de datos con intervalos largos
entre eventos de especiacion y tamafos poblacionales pequefios, ya que asi es poco
probable que exista una separacion incompleta de linaje y aumenta la probabilidad de que
realmente se observe un arbol filogenético reciprocamente monofilético (Rannala y Yang,
2020).

GMYC es uno de los métodos de reconstruccion de arboles mas utilizado en
muchos de los trabajos de delimitaciéon de especies actuales. Uno de los estudios que
utilizan este método es el de Hendrixson y colaboradores (2013), donde se estudian
poblaciones del género Aphonopelma Pocock, 1901, del desierto de Mojave. En este
estudio los valores de razéon de verosimilitud para la hipdtesis alternativa de GMYC no
fueron significativos en comparacion con el modelo nulo (una sola especie), por lo que, al
observar resultados similares con otros trabajos, se llega a la conclusion de que el modelo
nulo est4 disefiado de manera bioldgicamente incorrecta (Hendrixson et al. 2013). También
se sugiere que GMYC tiene dificultades para delimitar especies en grupos que exhiben una
estructura filogeografica significativa, como sucedi6 en estos resultados, en donde GMYC
divide a A. mojave Prentice, 1997 (sensu lato) en cinco especies, lo que se aprecia sesgado
por la distribucion estructurada que presentan sus ejemplares (Hendrixson et al. 2013). En
otro trabajo con Aphonopelma, GMYC obtuvo resultados similares dividiendo dos de las
especies estudiadas con base en su estructura geografica, sin embargo, en comparacion con
el trabajo anterior, los resultados tuvieron un ajuste significativamente mejor a los datos
que al modelo nulo (Hamilton et al. 2011).

Existen otros trabajos que utilizan a GMYC, como es el de Ballesteros y Hormiga
(2018) en donde estudian a Leucauge venusta Walckenaer, 1841 (Tetragnathidae Menge,
1866). En este trabajo se obtienen resultados congruentes entre GMYC y los otros métodos,
con base en los cuales se proponen cambios taxonémicos que restringen a L. venusta para el
clado del norte en E.U. y a la sinonimia L. argyrobapta White, 1841, para las poblaciones
de Florida, México y Brasil (Ballesteros y Hormiga, 2018). De igual manera, en el trabajo
de Valdez-Mondragon (2020), al estudiar arafas del género Ixchela Huber, 2000, los
resultados de GMYC son congruentes con el resto de los métodos de delimitacion.
Mientras que para el trabajo reciente de Lo y colaboradores (2021) con Oxyopes, los
resultados de GMYC basados en ambos modelos (Yule y Coalescente) son discordantes
con la delimitacion de ABGD vy el resto de los métodos, sobrestimando algunas de las
especies estudiadas. En este sentido, se discute que posiblemente el modelo coalescente
esté detectando la estructura genética en lugar de las especies, por lo cual es posible que
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este método identifique de manera errénea la estructura de la poblacidn como especies
putativas (Lo et al. 2021).

Por tultimo, en los trabajos actuales con Loxoceles también han utilizado el método
GMYC. En el trabajo de Valdez-Mondragon y colaboradores (2019), usando GMYC
obtuvieron resultados congruentes con el resto de los métodos de delimitaciéon (ABGD y
bPTP), utilizando una matriz concatenada de COI1+ITS2; asi como, en el trabajo de
Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragén (2020), se obtuvo la misma congruencia con los
mismos genes, y se obtuvieron resultados muy similares utilizando tinicamente el gen CO1
y muy disimiles utilizando tunicamente ITS2, en cuyo caso los métodos fueron
incongruentes en la mayoria de los grupos.

3.1.2.2. Implementacion Bayesiana del proceso del arbol de Poisson
“bPTP”

El método bPTP es otro método de reconstruccion de arboles, el cual tiene un
fundamento similar al GMYC, sin embargo, bPTP utiliza directamente las longitudes de las
ramas de un arbol genético para identificar el estado de las especies (Zhang et al., 2013).
Para esto se necesita de un alineamiento del cual se genera un arbol genético con longitudes
de ramas, con base en un arbol no ultramétrico de Maxima Verosimilitud o Inferencia
Bayesiana. El programa asigna cada una de las ramas a una tasa diferente en escala
logaritmica, dado los datos del arbol y con ayuda de una busqueda heuristica de la maxima
probabilidad (Rannala y Yang, 2020; Zhang et al., 2013).

La diferencia con GMYC es que est¢ utiliza un arbol no ultramétrico que no
depende de un reloj molecular (Zhang et al., 2013), es decir, que requiere la estimacion de
un arbol genético, pero con longitudes de rama proporcionales a la cantidad de cambio
genético mas que al tiempo (Luo et al. 2018). Sin embargo, este método presenta la misma
desventaja que el GMYC, dado que asume implicitamente una monofilia reciproca y la
coincidencia del arbol de genes con el arbol de especies, por lo que, al igual que GMYC, se
espera que funcione mejor para especies separadas por largos intervalos entre eventos de
especiacion y con poblaciones pequeias (Rannala y Yang, 2020).

Este método al igual que GMYC ha sido utilizado en muchos de los mas recientes
trabajos de delimitacion con arafias. En trabajos con araneomorfos como Pholcidae Koch,
1850, se ha utilizado en un enfoque integrador, reconociendo dos nuevas especies de
Ixchela, en donde bPTP fue el método mas discordante con la morfologia, sobreestimando
el nimero de especies (Valdez-Mondragon, 2020). También han sido utilizados en trabajos
con Sicariidae Keyserling, 1880, donde han delimitado nuevas especies para México del
género Loxoceles bajo un enfoque integrador. En estos trabajos los resultados de bPTP han
sido concordantes con el resto de los métodos utilizando el gen COl y una matriz
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concatenada CO1+ITS2; sin embargo, han sido discordantes al utilizar inicamente el gen
ITS2 (Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Valdez-Mondragén et al. 2019).

Ademas, bPTP se ha utilizado en varios trabajos con tarantulas, como es el caso del
género Bonnetina, en donde utilizando el gen CO1 se obtuvo un rendimiento relativamente
bueno en comparacion con la delimitacion integradora al utilizar el gen ITS1 en donde se
fragmentaron algunas especies (Ortiz y Francke, 2016). De la misma, manera en el trabajo
del complejo de especies pentaloris de Davus Pickard-Cambridge, 1892, este método
contribuyo de buena manera a la delimitaciéon de 12 nuevas especies para Davus,
considerando la sobreestimacion tinicamente de un par de especies, con base al resto de los
resultados (Candia-Ramirez y Francke, 2020).

Finalmente, se pueden resaltar algunos de los factores alteran la delimitacion de
especies utilizando GMYC y bPTP. Estos tienen que ver con el muestreo de ejemplares, el
tamafio poblacional y los tiempos de divergencia de los linajes, los patrones de
estructuracion geografica que presentan los mismos, asi como los marcadores moleculares
utilizados. Un muestreo de ejemplares en donde no se esté recuperando toda la distribucion
de la especie o en donde no se obtenga un suficiente nimero de ejemplares para ver la
variacion geografica y genética, podria causar conflictos al momento de hacer la separacion
de linajes, subestimando o sobrestimando estos (Luo et al. 2018). Por otro lado, sucede lo
mismo al trabajar con subpoblaciones fuertemente estructuradas, ocasionando una
sobreestimacion de las especies, como en Hamilton y colaboradores (2011) y Hendrixson y
colaboradores (2013). Por ultimo, el uso inadecuado de los marcadores moleculares puede
conducir a agrupaciones erroneas, al utilizar genes que no presenten tasas de mutacidén
adecuadas para detectar la variacion genética a nivel de especie, como sucedi6 en el trabajo
de Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon (2020) utilizando el gen ITS2.

3.2. Delimitacion molecular de especies en Salticidae

En los trabajos sobre la familia Salticidae la mayoria de los estudios que utilizan
informacion del DNA estén relacionados con aspectos evolutivos (Adriamalala, 2007; Su et
al. 2007), relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de la familia (Hedin y
Maddison, 2001; Maddison et al. 2008; Maddison et al. 2014; Maddison y Hedin, 2003a;
Maddison y Hedin, 2003b; Maddison y Needham, 2006; Ruiz et al. 2019; Ruiz y
Maddison, 2015; Zhang y Maddison, 2013; Zhang y Maddison, 2014) y aspectos
biogeograficos y de radiacion de salticidos (Andriamalala, 2007; Arnedo y Gillespie, 2006;
Bodner y Maddison, 2012; Masta, 2000; Zhang y Maddison, 2013; Zhang y Maddison,
2015), incluyendo en su mayoria mas de una regiéon genética, con sus excepciones
(Maddison et al. 2016).
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En cuanto a los trabajos relacionados con la delimitacion de especies, la mayoria de
los estudios separan y describen nuevas especies con ayuda Unicamente de la morfologia.
Muchos de estos trabajos con salticidos existen desde 1970 (Griswold, 1979), hasta la
actualidad, como son muchos de los estudios de Proszynski (Proszynski, 2016; Proszynski
et al. 2018). Estos trabajos varian en la utilizacion de diferentes herramientas para la
obtencion de fotografias de mayor calidad como es la macrofotografia de especimenes
vivos, la fotografia multifocal o la microscopia electronica de barrido, entre otros, asi como
en el uso de andlisis estadisticos utilizando evidencia morfologica. Ademas, muchos de
estos trabajos utilizan, junto con la evidencia morfologica, informacion sobre la
distribucion, la segregacion altitudinal (Kronestedt y Logunov, 2003), entre otras
caracteristicas ecoldgicas o de comportamiento.

La informacidon genética como evidencia para la delimitaciéon de especies en
salticidos, es usada en trabajos a partir del 2000 para adelante. En la mayoria de estos
estudios se utiliza un solo marcador genético, siendo el méas comunmente utilizado el
marcador mitocondrial CO1, en donde se busca una concordancia entre la divergencia
genética intra e interespecifica, y la evidencia morfologica para la separacion de especies
(Baba et al. 2019; Luong et al. 2016; Richardson y Gunter, 2012; Suguro y Yahata, 2014;
Vink et al. 2011; Yamasaki et al. 2018a; Yamasaki et al. 2018b; Yamasaki et al. 2020;
Yamasaki y Tanikawa, 2019). En una minoria de trabajos se ha utilizado el marcador
mitocondrial ARN 16s para corroborar que las diferencias encontradas en la morfologia no
son causadas por variacion intraespecifica (Marusik et al. 2018). Los trabajos que utilizan
la evidencia de mas de una region genética para separar especies son escasos o casi nulos,
un ejemplo de esto es el estudio de Vink y colaboradores (2011) donde se utiliza el gen
mitocondrial CO1 y el gen nuclear ARN ribosomico 28s.

De estos estudios mencionados, la mayoria utilizan la divergencia intra e
interespecifica de una region genética para separar especies, € incluyen algin método de
inferencia filogenética. Estos pueden ser basados en distancias genéticas, como es
comunmente utilizando el algoritmo del Vecino mas cercano “Neighbor joining” (NJ)
(Baba et al. 2019; Luong et al. 2016; Suguro y Yahata, 2014; Yamasaki et al. 2018a;
Yamasaki et al. 2018b), o basados en un criterio de optimizacion, los que pueden ser
paramétricos como ‘“Méaxima verosimilitud” (MV) e “Inferencia Bayesiana” (IB) (Vink et
al.2011) o no paramétricos como “Parsimonia” (Marusik et al. 2018). Estos métodos, al
inferir relaciones entre grupos de especies, son utilizados como un criterio mas para separar
especies, basados en el concepto de especie filogenética, en donde se busca la monofilia de
un grupo compuesto por terminales individuales de una misma poblacion.

Muchos de estos trabajos realizan la separacion de especies por medio de la
morfologia y posteriormente confirman conespecificidad genética entre machos y hembras
de una especie (Suguro y Yahata, 2014; Yamasaki et al. 2018b; Yamasaki et al. 2020).
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Otros realizan la redescripcion de una especie al hacer cambios taxonémicos con base en el
codigo de barras de DNA aunados a los datos morfoldgicos (Luong et al. 2016; Yamasaki
et al. 2018a;). Una minima cantidad de trabajos unicamente utilizan la informacion del
codigo de barras como informaciéon complementaria de la descripcion de las especies
(Caleb et al. 2017). Los estudios que utilizan métodos de delimitacion de especies, al igual
que los estudios en donde se utiliza mas de una region genética también son escasos. Un
ejemplo es el trabajo de Baba y colaboradores (2019), donde se utiliza el método ABGD
para obtener el “gap” de separacion interespecifica en un conjunto de individuos utilizando
el gen COL.

El descubrimiento de especies con codigo de barras de DNA ha sido utilizado para
una amplia variedad de artropodos, donde se ha utilizado para la identificacion de especies,
asi como en la mayoria de estudios de biodiversidad y ecologia de arafias utilizando el gen
CO1 (Ashraaf et al. 2020; Barrett y Hebert, 2005; Herbert et al., 2003b; Naseem y Tahir,
2016; Savolaine, 2005). En uno de los multiples trabajos con arafias, se obtuvieron
porcentajes medios de divergencia intraespecifica del gen CO1 para salticidos
dendryphantinos de 0.5% para Phidippus clarus Keyserling, 1885; de 0.4% para
Habronattus decorus Blackwall, 1846, y de 0.9% con un rango de 0.4% a 1.3% para Eris
militaris Hentz, 1845. Mientras que la divergencia interespecifica se mostr6 con valores
promedio de 10.4% para Habronattus Pickard-Cambridge, 1901 y de 8.2% con un rango de
8.0% a 8.4% para Phidippus (Barrett y Hebert, 2005). Algunos otros trabajos con
salticidos, como el de Richardson y Gunter (2012) con el género Servaea Simon, 1888,
obtienen divergencias intraespecificas menores al 2% con rangos de 0 a 1.7%, e
interespecificos de 4% a 9%. En el trabajo de Luong y colaboradores (2016) con la especie
Phintella aequipeiformis Zabka, 1985, se obtuvieron rangos intraespecificos de 0% a 8.4%
y distancias interespecificas entre especies congenéricas de 9.35% a 11.11%. En otro
trabajo de Yamasaki y colaboradores (2018) con Chrysilla lauta Thorell, 1887, se
reportaron valores intraespecificos de 0% a 1.5%, confirmando la existencia de una sola
especie.

Por tltimo, en uno de los estudios sobre ecologia de aranas incluyendo salticidos, en
donde se utilizan métodos de delimitacion ademas de las distancias genéticas, se busco la
identificacion y delimitacion de especies cripticas y complejos de especies, incluyendo
andlisis de distancias genéticas, genotipado, analisis de arboles (NJ e IB), y cuatro métodos
de delimitaciéon (ABGD, GMYC, PTP, BINs) (Tyagi et al. 2019). Un estudio més similar al
anterior es el trabajo de Ashfaq y colaboradores (2019), en donde se utilizd, ademas de la
informacion morfologica, analisis de arbol (NJ, IB), el analisis de brecha de codigo de
barras y un método de delimitacién (BINs) para el descubrimiento de especies nuevas
potenciales y la creacion de una libreria de referencia de codigo de barras.
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4. JUSTIFICACION

1) Con base en ¢l conocimiento del género Pelegrina, se necesita hacer la revision
del grupo furcata que representa el grupo con el mayor numero de especies, siendo cuatro
de seis de sus especies distribuidas en México y del cual solo se conocen sus descripciones
originales (tres de F.P.-Cambridge, 1901, y tres de Maddison, 1996), y la revision de
Maddison (1996). Ademas, la evidencia preliminar indica la existencia de nuevas especies
del grupo aparte de las mencionadas por Maddison para México (Maddison, 1996: 365,
Figuras 464-471), dado que el género no ha sido revisado desde 1996.

2) Segun la revision realizada por Maddison (1996) del género Pelegrina, resulta
complejo establecer la separacion correcta de especies por medio Unicamente de caracteres
morfoldgicos, debido a la alta variacién intraespecifica que se presenta sobre todo en

hembras, por lo que es necesario plantear la delimitacion de especies de manera
integradora, por medio de evidencia morfoldgica y molecular.

5. OBJETIVOS
General:

Realizar la revision taxondmica y delimitacion de especies mexicanas del grupo furcata del
género Pelegrina Franganillo, 1930 (Araneae: Salticidae).

Particulares:

1.- Delimitar con caracteres morfologicos y datos moleculares (citocromo c¢ oxidasa,
subunidad 1, CO1) las especies mexicanas del grupo furcata.

2. Describir las especies nuevas mexicanas dentro del grupo furcata identificadas bajo un
contexto de taxonomia integradora.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencion del material biologico

6.1.1. Revision en colecciones

Se revisaron los ejemplares adultos del género Pelegrina y aquellos a utilizar como grupos
externos de los géneros Eris, Metaphidippus y Paraphidippus principalmente, depositados
y resguardados en alcohol al 80% en colecciones de universidades locales y colecciones
nacionales, los que fueron solicitados a manera de préstamo, asi como los almacenados en
la Coleccion Nacional de Aracnidos en alcohol al 96% para su uso en el presente proyecto
(Resultados-Cuadro 2). Estas colecciones son:

a)
b)
©)

d)

Coleccion Aracnologica y Miriapodologica de la UANL, Monterrey, Nuevo Ledn
(CAYM-UANL).

Coleccion de Aracnidos de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (CAFBUM).

Coleccion de Aracnidos del Sureste de México, ECOSUR-Tapachula (CASEM),
Chiapas, México.

Coleccion de Artrépodos de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro (CA-FCN-UAQ), Querétaro, México.

Coleccion Nacional de Aracnidos (CNAN) del IBUNAM, Cd. de México, México.
Laboratorio de Aracnologia de la Facultad de Ciencias (LAFC), UNAM, Cd. de
México, México.

Se solicité la colaboracion del Dr. Wayne Maddison, el ultimo revisor del género

en 1996, para la obtencion de muestras de las especies no mexicanas del grupo furcata. De
¢l se recibid una donacion de ejemplares resguardados en alcohol al 96% de Pelegrina y
Metaphidippus principalmente, recolectados de muchos estados de E.U., como Arizona,
Oregon y Dakota del Sur, ademas de ejemplares de Canada, Columbia Britdnica y de
algunos estados de México como Michoacdn y Morelos. Adicionalmente, se recibi6 otra

donacion por parte del M. en C. Uriel Garcilazo Cruz de material fresco de Pelegrina
recolectados en México de los estados de Veracruz, Oaxaca y Puebla (Resultados-Cuadro
3, Figura 7). Mapa generado en SimpleMappr (Shorthouse, 2010).

6.1.2. Trabajo de campo y preservacion de material fresco

Se realizaron cuatro salidas de campo a los estados de México, CDMX, Jalisco,

Nayarit y Querétaro, de mayo a diciembre del 2019, abarcando los meses de lluvia. La
obtencion de material fresco se realizd recolectando principalmente en las localidades tipo
de las nuevas especies y en donde se tienen registros del género para México. En estas
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salidas se recogio el mayor numero de ejemplares para observar la variacion geografica que
presentan algunas especies como P. furcata segiin lo estudiado por Maddison (1996),
dando prioridad a los estados de donde no se tenia material fresco y en donde se tenian
registradas las especies nuevas (Resultados-Cuadro 4, Figura 7).
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Figura 7. Localidades de colectas realizadas sefialadas con puntos rosas (Cuadro 4) y de material de
donacioén por el Dr. Maddison y el M. en C. Garcilazo, sefialadas con puntos azules (Cuadro 3). A)
Localidades de Canadd y Estados Unidos. B) Localidades del Centro de México. Abreviaturas:
CDMX: Ciudad de México; EDO MEX: Estado de México; GA: Georgia; MOR: Morelos; QRO:
Querétaro; VER: Veracruz.

Los ejemplares fueron obtenidos de arbustos y ramas de arboles, sobre todo encinos
(Quercus sp.) y pinos, empleando la técnica de golpeo (Beating) usando una manta de
Bignell (1 m x 1 m) y un garrote de madera de 60 cm, golpeando arboles y arbustos desde
la altura de la cabeza hasta las rodillas. Todos los individuos fueron mantenidos en

31



cautiverio en frascos de plastico de 100 ml, hidratados con agua y alimentados de tres a
cuatro veces a la semana principalmente con moscas de la fruta de alas disfuncionales y
eventualmente con grillos del tamafio del opistosoma de las arafas, o bien patas de grillos
mas grandes. Los especimenes juveniles se mantuvieron hasta la adultez y los adultos se
preservaron hasta la toma de fotografias. Una vez tomadas las fotografias, los individuos
fueron sacrificados para su determinacion, siendo preservados en tubos eppendorf con
alcohol al 96% a una temperatura de -20°C para mantener la calidad del DNA.

6.2. Trabajo con morfologia
6.2.1. Preparacion de fotografias de ejemplares vivos

Los ejemplares vivos se fotografiaron en el laboratorio utilizando para algunos de
ellos una camara digital Nikon Coolpix L840 con un rango de amplitud de 4.0 mm a 15.2
mm y un macro de proporcion 1:3, empleando un domo de iluminaciéon con fondo claro y
un flash con un difusor neutro, en algunas ocasiones empleando hojas de arboles simulando
sus habitats (Figura 8). Otros ejemplares fueron fotografiados con una camara digital
Canon EOS 6D con un macro de 100 mm sobre una hoja de Quercus sp. Estas fotografias
fueron tomadas por Kirino Arreguin, Aldo Ledesma y Cecilia Silva Campos.

Con estas fotografias se buscd capturar los patrones de coloraciéon de diferentes
partes del cuerpo con el objetivo de determinar su relevancia taxondmica. Esto se realiz
debido a que la coloracion de las sedas se pierde al entrar en contacto con el alcohol, y
existe la posibilidad de perder las mismas al momento de hacer la revision al microscopio.
Las fotografias se tomaron de la siguiente manera: a) parte dorsal del cuerpo (patrones en
forma de “V” invertida en el prosoma de machos y patrones de bandas pareadas en el
opistosoma de hembras, principalmente), b) parte lateral del cuerpo (bandas laterales y del
“cachete” en el caparazon de machos, y terminacién de bandas en el opistosoma de
hembras, principalmente), c) parte frontal del prosoma (inicio de bandas y sedas de
quelicero en el caparazon del macho, y sedas del clipeo en hembras).

6.2.2. Revision taxonémica

Para la revision taxondmica utilizamos la terminologia basica usada para Araneae
por Cushing (2005), asi como la terminologia seguida por Maddison (1996) para el género
Pelegrina.

La revision se llevo a cabo de todos los especimenes encontrados para el grupo
furcata, asi como de algunos de ellos para otras especies de Pelegrina y grupos externos
como Metaphidippus, Eris y Paraphidippus. La observacion implico la exploracion
meticulosa de todo el cuerpo de ejemplares unicamente adultos, con la intencion de
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encontrar caracteristicas que puedan ser caracteres de importancia taxondmica para el
grupo. Las arafias fueron examinadas morfolégicamente con ayuda de un microscopio
estereoscopico Nikon SMZ645, utilizando una caja de Petri para sumergir los ejemplares en
alcohol etilico al 80%, en el caso del material de préstamo y al 96%, para el material
recolectado y las donaciones, usando arena de mar clara en los casos que se requiera un
mejor posicionamiento y manejo de los ejemplares. Las medidas del cuerpo fueron tomadas
en milimetros con ayuda de una rejilla ocular calibrada en el microscopio binocular.

Figura 8. Fotografias de ejemplares vivos: a) parte dorsal del cuerpo, b) parte lateral del cuerpo, C)
parte frontal del prosoma. Muestra de un ejemplar de Pelegrina sp. nov. EDOMEX (grupo furcata)
del estado de México (BCD_0037). Fotografias tomadas por Cecilia Silva.

La revision de los caracteres sexuales se llevd a cabo mediante el proceso de
diseccion y aclarado de los pedipalpos en machos y del epiginio en hembras, siguiendo el
protocolo modificado de Guerrero y Francke (2019). Para la limpieza de algunas muestras
también se utilizo el protocolo de digestion de tejidos suaves internos descrito por Alvarez-
Padilla y Hormiga en 2007, usando el complejo de enzimas digestivas conocido como
pancreatina para limpiar muestras dificiles de manejar Unicamente con el KOH, que
permite mejores resultados y evita dafiar las genitalias al remover los residuos. Esta
revision implico la observacion de las estructuras internas y externas en hembras y
unicamente externas en machos.

6.2.3. Determinacion y estudio morfologico

Los caracteres de machos y hembras a revisar de las especies de Pelegrina grupo
furcata, incluyen los siguientes (Maddison, 1996; Figura 9).

En Machos. Marcas del cuerpo: 1) bandas laterales de sedas blancas sobre el
prosoma delgadas o anchas con base en el grosor de las bandas laterales del opistosoma,
bandas contactando a los ojos anteriores medios para formar una banda continua o no, 2)
bandas de sedas de la mejilla en el prosoma, delgadas o anchas, contactando a las bandas
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laterales o no, 3) sedas cubriendo el clipeo por debajo de los ojos anteriores medios o no, 4)
banda de sedas frontal presente o no, contactando a los ojos anteriores medios o no.

Pedipalpos: 1) forma de la cresta bajo la ap6fisis tibial, representando una segunda apo6fisis
o solo un borde, 2) surcos en el borde retrolateral de la base del émbolo, de manera
transversal u horizontal, 3) inclinacion y forma de las ramas terminales del émbolo,
representando una inclinacion retrolateral o prolateral, y ramas con una forma mas aguda o
mas ancha hacia la parte superior, en forma de pico, cuadradas o redondeadas,
presentandose curvadas o no.

Queliceros: 1) escamas presentes en la parte prolateral de queliceros o no, en mas de la
mitad o menos de la mitad del quelicero.

En hembras. Marcas del cuerpo: 1) clipeo cubierto o no con sedas blancas, 2)
bandas de sedas horizontales del opistosoma formando una sola banda o dos.

Epiginio: 1) “flaps” planos o fuertemente convexos, obscuros, claros o transparentes, 2)
superficie epiginial concava o plana detras de los “flaps”, 3) primera y segunda curva de los
conductos reproductivos de igual grosor o distinto.

La coloracion fue tomada en cuenta con ayuda de por lo menos una fotografia por
morfotipo, esta coloracion se valorara en cinco tonos (café obscuro, café, café claro,
amarillo y blanco) para la parte dorsal y frontal del prosoma, la parte dorsal del opistosoma
y las patas.

6.2.4. Preparacion de fotografias de ejemplares en alcohol

Las fotografias de las genitalias, previamente realizado el proceso de diseccion y
aclarado anteriormente mencionado, asi como de los caracteres morfologicos de
importancia taxonomica, fueron tomadas en el laboratorio de Microscopia electronica y
fotografia de la Biodiversidad del Instituto de Biologia de la UNAM vy en el laboratorio de
la CNAN. Algunas de estas fotografias se obtuvieron en un microscopio estereoscopico
ZEISS Axio Zoom V.16, equipado con una camara AxioCam MRc5 para fotografia
multifocal y un programa para la digitalizacion de las mismas. Para estas fotografias se
utilizo un lente de 0.1x, con un volumen de luz de 40-80 y una exposicion de luz de 60 a
200, utilizando el método multifocal con una amplitud que abarcé el enfoque de toda la
imagen y con una escala en milimetros. Estas fotografias fueron exportadas previamente
empalmadas, y guardadas para su edicion en el programa GIMP version 2.10 (The GIMP
Development Team, 2019), en donde se modificaron hasta 0.100 puntos los pardmetros de
exposicion del nivel negro y de color, asi como el recorte de las imagenes requeridas
(Figura 10).
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Figura 9. Caracteres morfologicos de macho y hembra del género Pelegrina grupo furcata.
Prosoma de machos mostrando las marcas del caparazon para a) P. furcata, b) P. volcana, c) P.
bicuspidata, d) P. morelos. Pedipalpo de machos mostrando caracteristicas del ém émbolo en €) P.
furcata, f) P. volcana, g) P. bicuspidata, h) P. morelos, i) P. huachuca. Opistosoma de hembras
mostrando las bandas de sedas para j) P. furcata, k) P. ochracea, I) P. morelos, m) P. huachuca.
Epiginio externo e interno, mostrando caracteristicas de los “flaps” y de los conductos
reproductivos en n) P. furcata, fi) P. ochracea, 0) P. morelos, p) P. huachuca. Imagenes tomadas y
modificadas de Maddison, 1996.
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Para otras fotografias se utilizo un microscopio Nikon SMZ645 con una ldmpara de
luz y una cadmara Nikon COOLPIX s10, con un zoom optico de 10x (6.3-63 mm),
utilizando igualmente el método de multifocal esta vez manual, en donde se tomaron
fotografias en diferentes planos focales. Estas ultimas fotografias fueron exportadas y
guardadas para su edicion en el programa Adobe Photoshop 2020 version 21.0.2
(http://www.adobe.com), en donde se abrieron como capas para alinear y fusionar todas las
fotografias y con esto obtener una sola imagen enfocada de manera Optima. Posteriormente
se utilizo el programa Digital Photo Professional version 4 para editar el color, el contraste
y el brillo de las fotos. Por ultimo, se utilizé el programa GIMP para recortar el fondo de las
fotografias. Todas las fotografias se presentan en una escala en milimetros.

Figura 10. a) Vista ventral del pedipalpo de un ejemplar macho de Pelegrina sp. nov. JALNAY
(grupo furcata) de Jalisco (DGF0012B), foto original; b) Epiginio externo de ejemplar hembra de P.
sp. nov. JALNAY cf. P. morelos (grupo furcata) de Nayarit (DGF0109E), foto original y editada en
GIMP; c) Fotografia de epiginio interno del mismo ejemplar (DGF0109E), original y editada en
GIMP.
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6.3. Estudios moleculares
6.3.1. Muestreo taxondmico y eleccidn de grupos externos

Las especies y los ejemplares utilizados en los andalisis moleculares se enlistan en el
Cuadro 1, utilizando un total de 32 especimenes. En esta matriz de CO1, se incluyen los
ejemplares del grupo furcata; dos ejemplares de P. furcata, un ejemplar de P. aff. P.
morelos, 15 ejemplares de la especie putativa JALNAY de Jalisco y Nayarit, y tres
ejemplares de la especie putativa EDOMEX del estado de México. También se incluyeron
secuencias de Pelegrina fuera del grupo furcata; cuatro ejemplares de P. edrilana
Maddison, 1996 y cuatro de P. orestes Maddison, 1996. Estos ultimos se incluyeron con
base en la distancia de estas especies con el grupo furcata, mostrada en el cladograma
previo de Pelegrina realizado por Maddison (1996) obtenidos con evidencia morfoldgica y
los resultados de andlisis previos de Méxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Estas
secuencias fueron seleccionadas considerando las especies de las cuales se obtuvieron un
mayor nimero de secuencias propias.

Por ultimo, se agregaron tres ejemplares de Paraphidippus aurantius Lucas, 1833
como grupo externo al género con el objetivo de enraizar los arboles resultantes, utilizando
secuencias que fueron obtenidas en la CNAN con el mismo cebador y nimero de pares de
bases (pb).

6.3.2. Extraccion, amplificacién y secuenciacion

La extraccion de DNA y la amplificacion fueron realizadas en el Laboratorio de
Biologia Molecular de Zoologia, y la secuenciacion se realiz6 en el Laboratorio de
Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, ambos del Instituto de
Biologia, de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

6.3.2.1. Extraccién de DNA

Seleccion de ejemplares. Los especimenes fueron preservados en alcohol al 96% a una
temperatura de -20°C. Los ejemplares previamente fueron revisados para su determinacion,
posteriormente se seleccionaron los individuos mejor conservados para su uso como
holotipo y uno o mas paratipos, dependiendo del nlimero total de especimenes por especie,
siendo seleccionados minimo dos ejemplares de paratipos para extraer su DNA, obteniendo
asi el mayor niimero posible de secuencias por especie. Algunas mediciones de los
ejemplares utilizados para la extraccion fueron realizadas después de la misma, utilizando
para ello el exoesqueleto vacio recuperado.
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Cuadro 1. Ejemplares secuenciados de Pelegrina, de Estados Unidos y México. Se muestran las
especies, los cddigos de ejemplares y las localidades.

Especie Cadigo Localidad

JALNAY DGF01 0012G Meéxico: Jalisco: San Sebastian del Oeste

JALNAY DGF01 _0362E Meéxico: Jalisco: Ahualulco del Mercado

JALNAY DGFO01 0084 Meéxico: Jalisco: San Sebastian del Oeste

JALNAY DGFO01 0012B Meéxico: Jalisco: San Sebastian del Oeste

JALNAY DGFO01_0086 México: Jalisco: San Sebastian del Oeste

JALNAY DGFO01 0327B México: Jalisco: Ahualulco del Mercado

JALNAY BCD 0025 México: Nayarit: Jala

JALNAY BCD_0024 México: Nayarit: Jala

JALNAY DGFO01 0108 M¢éxico: Nayarit: Jala

JALNAY BCD 0026 México: Nayarit: Jala

JALNAY DGF01 _0327C Meéxico: Jalisco: Ahualulco del Mercado

JALNAY DGFO01 0326 México: Jalisco: Ahualulco del Mercado

JALNAY DGFO01 0109B México: Nayarit: Jala

JALNAY DGFO01 0107A México: Nayarit: Jala

JALNAY DGFO01_0362B México: Jalisco: Ahualulco del Mercado

EDOMEX DGFO01 0863 | México: Estado de México: Coatepec Harinas

EDOMEX DGFO01 0857 | México: Estado de México: Coatepec Harinas

EDOMEX DGFO01 0840 | México: Estado de México: Coatepec Harinas
Pelegrina furcata WPM_0073 Estados Unidos: Arizona: Santa Cruz
Pelegrina furcata WPM 0124 Estados Unidos: Arizona: Santa Cruz

Pelegrina aff. P. morelos | DGFO1 0012F México: Jalisco: San Sebastian del Oeste

Pelegrina edrilana PASI México: Ciudad de México: Coyoacan
Pelegrina edrilana PAS2 México: Ciudad de México: Coyoacan
Pelegrina edrilana CDMXJB México: Ciudad de México: Coyoacan
Pelegrina edrilana DGFO01_0327A México: Jalisco: Ahualulco del Mercado
Pelegrina orestes BCD 0018 México: Jalisco: Zapopan
Pelegrina orestes BCD 0030 México: Jalisco: Zapopan
Pelegrina orestes DGFO01 0361 México: Nayarit: Compostela
Pelegrina orestes DGFO01_0545 México: Estado de México: Aculco

Paraphidippus aurantius

DGFO01_0226G

México: Estado de México: Aculco de Espinoza

Paraphidippus aurantius

DGF02 1261G

México: Estado de México: Coatepec Harinas

Paraphidippus aurantius

DGF01_0282G

México: Estado de México: Toluca de Lerdo

Extraccion de DNA. El DNA fue extraido de los especimenes tomando tanto tejido
como fue posible. Se utilizé el cuerpo completo de una minoria de individuos juveniles,

considerando Unicamente los ejemplares con una determinacion confiable, es decir,
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aquellos juveniles que se encontraban presentes en muestras con otros ejemplares adultos
de la misma especie. Los ejemplares restantes se utilizaron de dos maneras, de algunos
individuos se cortaron las patas del lado derecho para su conservacion y el resto del cuerpo
fue utilizado para la extraccion, realizando previamente una apertura en la parte central
posterior del prosoma, mientras que de otros ejemplares mas pequefios, se utilizaron las
patas izquierdas machacadas junto con el resto del cuerpo con la apertura en el prosoma,
para obtener la mayor cantidad de DNA posible de cada ejemplar, dado el tamafio diminuto
de cada uno.

La extraccion de DNA se realizé utilizando el kit de Quiagen DNeasy Blood &
Tissue (Quiagen, 2016). Este kit se usé siguiendo el protocolo establecido de ocho pasos,
modificando unicamente el ultimo paso de elucion del DNA, al depositar la misma cantidad
del buffer AE en dos proporciones de 100 puL entre cada centrifugacion. Esta modificacion
se realizo con el objetivo de diluir el DNA de manera gradual, sin provocar su pérdida. Al
final se obtuvo una concentracion de DNA de 200 pL en cada muestra. Las secuencias
obtenidas se enlistan en el Cuadro 1.

Calidad y cantidad de DNA. El DNA extraido se revisd6 con ayuda de un
espectrofotometro de espectro total (220-750 nm) Nanodrop, con el cual se midio la
concentracion de DNA extraido, la limpieza y la posible contaminacién del DNA con
proteinas y lipidos. Con esta informacion se identificaron las muestras con una cantidad
pequenia de DNA, para tenerlo presente en los pasos posteriores. Asi también se observaron
las muestras contaminadas con lipidos y proteinas, para retroalimentar la manera de
proceder en la extraccion, o bien considerar la limpieza de algunas muestras para su uso
posterior. Con los datos del Nanodrop, se identificd el éxito de muestras de hasta un
minimo de concentracion de DNA de 6.5 ng/ul y se modifico el protocolo de extraccion en
el paso de la elucion del DNA, sin necesidad de resuspender alguna muestra. De igual
manera, las mediciones de lipidos y proteinas del Nanodrop ayudaron a mejorar la atencion
al momento de manejar la pipeta durante la extraccion, aunque no hubo necesidad de
limpiar las muestras debido a que la contaminacidon no afectd a la recuperacion de las
secuencias, obteniendo secuencias decentes en la mayoria de los casos, con una
concentracion por arriba de los 20 ng/pl.

La calidad del DNA también se verifico realizando una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% (1.5 g. de agarosa + 100 ml. De TAE), utilizando 1 pl de una mezcla de
GelRed (Biotium) mas buffer de carga para correr el DNA y poder apreciarlo en el gel,
utilizando un fotodocumentador con rayos UV. Con este método se visualizo la calidad del
DNA, observando las bandas que forman el recorrido del DNA en el gel y otorgandole una
mayor o menor calidad a cada muestra. Con esta visualizacion se obtuvieron algunas
bandas deslizadas, causado por la obtencion de moléculas de diferente peso molecular, es
decir, fragmentos de DNA de diferente masa, exponiendo muestras degradadas. Por el
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contrario, en otras muestras se obtuvieron mejores resultados con bandas bien marcadas y
definidas, es decir, con moléculas de alto peso molecular y similar. Estos resultados junto
con los del Nanodrop ayudaron a considerar la repeticion de algunas muestras antes de
continuar con el procedimiento.

6.3.2.2.  Amplificacion y secuenciacion del DNA

Seleccién de marcadores moleculares. Los estudios de separacion de especies
utilizando secuencias genéticas usan marcadores determinados de diferentes loci
identificados como altamente variables, debido a que las tasas de evolucion molecular
varian entre los diferentes segmentos del genoma, por lo que es necesario analizar regiones
de rapida evolucion para identificar linajes con evolucion temprana y asegurar el
diagnéstico de las especies.

El DNA mitocondrial en los animales puede ser una mejor herramienta al momento
de delimitar especies ya que éste no presenta intrones en su cadena, por lo que representa
una tasa de mutacion mas alta que el DNA nuclear (Barrett y Hebert, 2005). Ademas, al
provenir el DNA mitocondrial solo de la madre, la ausencia de recombinacion hace que los
cambios mutacionales se reflejen de manera mas directa y rapida en los linajes y, por
consiguiente, se aprecie una rapida divergencia de este gen que permita ser una evidencia
de la especiacion (Rosenberg y Nordborg, 2002).

Por lo tanto, la delimitacion molecular de especies se realizd con el marcador
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (CO1) que refleja una alta variacion entre
especies del mismo género (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2003b; Luo et al. 2011). Se
utilizaron dos primers (forward y reverse) para sefialar el inicio del copiado de la
polimerasa en cada cadena de DNA, y asi obtener una region conocida y significativa del
gen COI1. Los dos primers que se utilizaron para CO1, fueron el forward C1-J-1718: 5’
GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC 3’ (Simon et al. 1994), y el reverse C1-N-
2776: 5" GGA TAA TCA GAA TAT CGT CGA GG 3’ (Hedin y Maddison, 2001), ambos
utilizados en el trabajo de Hedin y Maddison (2001) para las secuencias de la filogenia de
Dendryphantinae de la familia Salticidae, donde se obtuvieron secuencias de 969 pb de
Pelegrina chalceola Maddison, 1996.

Amplificacién de un fragmento de DNA. Se realiz6 la amplificacion de una parte del
gen CO1 delimitada por los primers C1-J-1718 y C1-N-2776, de cada muestra de DNA
extraido, utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR)
para realizar el copiado del fragmento. La técnica se llevd a cabo usando una mezcla
maestra “GoTaq Green Master Mix” de marca Promega, para la actividad de la DNA
polimerasa “GoTaq”, la cual incluye la DNA Taq polimerasa a una concentracion 2X,
deoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs): 400 uM dATP, 400 uM dTTP, 400 uM dGTP y 400
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uM dCTP, necesarios para formar la cadena complementaria de cada cadena de DNA, 3
mM de cloruro de Magnesio (MgCl:) indispensable para estabilizar la replicacion, y los
buffers de reaccion Optimos que aumentan la densidad de la muestra y contiene colorantes
que funcionan como colorantes de carga para analizarlos en electroforesis. El protocolo por
seguir con las proporciones adecuadas de la Master Mix, los primers, el DNA objetivo y el
agua libre de nucleasas, fue tomado y estandarizado del protocolo de uso de la GoTaq
Green Master Mix por M. en C. Dariana Guerrero Fuentes. Finalmente, se realizaron dos
protocolos para la PCR, uno para obtener una concetracion final de 25 ul y otro para una de
50 ul. Las proporciones finales de este protocolo fueron: 12.5 ul de Go Taq, 1 ul del primer
forward, 1 pl del primer reverse, 1 ul de DNA objetivo y 9.5 ul de H20, para obtener 25 ul
por muestra, y 25 ul de Go Taq, 1 ul del primer forward, 1 pl del primer reverse, 1 ul de
DNA blanco y 22 pl de H20, para obtener 50 pl.

Para llevar a cabo la PCR del fragmento de CO1 con el protocolo de reactivos
mencionado, se utilizé un termociclador siguiendo y modificando el programa de PCR
utilizado por Hedin y Maddison (2001), para obtener el programa final de: un inicio de
94°C por 5 min durante 1 ciclo, una desnaturalizaciéon de 94°C por 45 seg, un alineamiento
de 44°C por 1 min, la extension de la polimerasa de 72°C por 45 seg durante 35 ciclos, y
una extension final de 72°C por 7 min durante 1 ciclo, bajando la temperatura a 4°C por
tiempo en que se retiran las muestras del termociclador. El resultado de la amplificacion de
cada fragmento de DNA se revisé por medio de una electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, utilizando 1l de una mezcla de GelRed (Biotium) y buffer de carga para correr el
DNA vy verificar la longitud del DNA amplificado mediante la presencia de las bandas en el
gel de agarosa, obteniendo bandas de mas de 963 pb.

Secuenciacion de DNA. El producto de PCR, previamente a su secuenciacion, fue
purificado utilizando una mezcla de enzimas Fosfatasa Alcalina Termosensible (FastAP) y
la Exonucleasa I (Exo I) (ThermoFisher Scientific), con 1 pl de FastAP y 0.5 pl de Exo L
Esta mezcla se anadié a 6ul de cada muestra a purificar. Posteriormente se colocaron las
muestras en un termociclador con el siguiente programa: 37°C por 15 min, 80°C por 15

min y 10°C por tiempo indeterminado, para posteriormente almacenar las muestras a menos
20°C.

Para la secuenciacion de las hebras de DNA (5°-3" y 3’-5") como producto de PCR,
éstas se prepararon utilizando 0.4 pl del kit de secuenciacion BigDye Terminator v.3.1, 2 pl
del Buffer5x, 4 ul de agua, 1 pl de cada primer a 10 uM y 3 ul del amplificado purificado.
El programa de la reaccion de secuenciacion fue de 96°C por 10 seg, S0°C durante 5 seg, y
60°C por 4 min, durante 30 ciclos. Terminando esto, las muestras se purificaron con placas
Centri-Sep (ThermoFisher Scientific) siguiendo las especificaciones del fabricante. Por
ultimo, a estas muestras purificadas se les agreg6 25 pl de EDTA a 0.5 uM y se corrieron
en un secuenciador de 96 capilares 3730xL marca Applied Biosystems (ThermoFisher
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Scientific) con Polimero POP-7 (ThermoFisher Scientific). La purificacién y secuenciacion
de las muestras fue realizada por la M. en C. Laura Margarita Marquez Valdelamar y a la
M. en C. Nelly Maria Lopez Ortiz, de LaNaBio.

6.3.3. Edicidn y alineamiento de secuencias de DNA

Edicion de secuencias genéticas. La revision del cromatograma producto de la
secuenciacion se llevd a cabo con el programa Sequencher version 4.1.4 (Sequencher®)
para detectar nucledtidos mal secuenciados e informacion ilegible. Las secuencias en
formato .ab1 continuas formadas por las secuencias forward y reverse, fueron revisadas en
cada sitio y editadas tomando como base la secuencia forward o reverse mas legible, en
donde los picos del cromatograma se apreciaron definidos. So6lo en minimas ocasiones
(alrededor de cinco) el cédigo degenerado se dejo en los sitios donde no se encontraron
diferencias en los picos de diferentes bases. Las secuencias que no se empalmaron fueron
pocas, de las cuales, en algunos casos se uso Unicamente el forward que era el mas legible
de éstas, mientras que en otras no fue posible utilizar ni el forward ni el reverse, debido a la
ausencia de picos legibles en un 50% o maés de la secuencia, por lo que se desecharon y se
volvieron a secuenciar las muestras. La mayoria de las secuencias fueron recortadas
unicamente en las colas quedando en 996 pb, con algunas excepciones. Estas secuencias
editadas se exportaron individualmente para generar un archivo consenso formato .fasta con
todas las secuencias en PhyDE version 0.997 (Miller et al. 2010), en donde se les modificod
el nombre para hacerlo méas homogéneo.

Las secuencias recuperadas se revisaron con el algoritmo “BLAST” (Altschul et al.
1990) de GenBank, una herramienta de alineacion local que busca regiones de similitud
entre secuencias bioldgicas, existente en la pagina del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La revision se hizo para corroborar
el origen de las secuencias y testificar la ausencia de contaminacion del DNA objetivo con
DNA exodgeno, buscando similitudes entre nuestras secuencias generadas y las secuencias
almacenadas en GenBank. Los resultados obtenidos de esta revision fueron porcentajes de
0.99 para especies de Pelegrina como P. aeneola Curtis, 1892 y P. chalceola
principalmente.

Alineamiento de secuencias genéticas. El alineamiento de las secuencias se realizd
en dos pasos utilizando el consenso con todas las secuencias editadas. Primero se revisaron
las secuencias y se hizo un alineamiento a mano en el programa MEGA version 10 (Kumar
et al. 2018) verificando a la par los cromatogramas editados, con el objetivo de encontrar
discordancias en el alineamiento debido a errores en la edicidon, en cuyo caso se corrigieron
estos errores nuevamente en Sequencher. Posteriormente, con esta matriz alineada a mano y
exportando el archivo .fasta, se realiz6 un segundo alineamiento en el programa MAFFT
version 7 (Katoh y Standley, 2013) en linea, utilizando los parametros por defecto, con la
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eleccion de algoritmo automatica considerando los algoritmos: FFT-NS-1, FFT-NS-2, FFT-
NS-i o L-INS-i, y una penalizacion de apertura de gap de 1.53. Se obtuvo un alineamiento
final en formato .fasta para ser usado en los analisis posteriores.

El alineamiento final qued6 conformado por 32 terminales y 995 pb (Cuadro 1), el
cual se reviso en el programa Mesquite version 3.6.1 (Maddison y Maddison, 2019), en
donde se defini6 el marco de lectura (1, 2, 3) y se verifico la ausencia de codones de stop en
medio de la matriz, con el fin de corroborar su correcta realizacion y la ausencia de errores
al momento de la edicion de las secuencias.

6.4. Analisis de delimitacidn de especies

La delimitacion de especies se realizd siguiendo el criterio de integracion por
congruencia, el cual integra y contrasta las diferentes evidencias (morfologia, molecular) y
métodos utilizados (variacion morfologica, ABGD, HB, GMYC, bPTP) para buscar la
congruencia entre ellos en una solucion integradora, generando hipotesis robustas sobre las
especies (Cartens et al., 2013; DeSalle et al. 2005; Padial et al. 2010). Se consideraron
como especies candidatas respaldadas a las que fueron recuperadas consistentemente con la
mayoria de los métodos moleculares utilizados (Padial et al. 2010).

6.4.1. Analisis morfoldgico

Se examinaron un total de 118 ejemplares adultos. De estos, en cuanto a las
morfoespecies separadas, se revisaron 32 ejemplares (24 hembras y ocho machos) de la
morfoespecie de Jalisco y Nayarit, tres especimenes (una hembra y dos machos) de la
morfoespecie del Estado de México, un Unico ejemplar macho de la morfoespecie de
Jalisco, Zapopan, y 12 hembras afines a la morfoespecie de Jalisco y Nayarit. Ademas, de
las especies del grupo furcata se revisaron 23 especimenes (17 hembras y seis machos) de
P. furcata, cuatro machos de P. morelos, 12 hembras afines a P. morelos, y una hembra de
P. huachuca. Por ultimo, en cuanto a las especies de Pelegrina fuera del grupo furcata que
se revisaron para el analisis, éstas fueron 31 ejemplares (21 hembras y 10 machos) de P.
edrilana y ocho especimenes (tres hembras y cinco machos) de P. orestes.

De los ejemplares utilizados para examinar la morfologia, solo una parte fue
utilizada para examinar los datos moleculares, incluyendo en la parte morfologica algunos
ejemplares de otras localidades no utilizadas en la parte molecular. Unicamente los
ejemplares juveniles que fueron utilizados en la parte molecular no se usaron para la
morfologia, sin embargo, estos fueron recolectados en las mismas localidades que los
ejemplares adultos utilizados para la extraccion de DNA.
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El enfoque morfologico se realizd en busqueda de caracteres diagnosticos que nos
permitieran separar los especimenes en diferentes morfoespecies. Se seleccionaron
unicamente ejemplares adultos debido a que los caracteres morfoldgicos mas importantes
para la separacion de especies estan presentes en las estructuras sexuales. Para realizar esto,
se examinaron principalmente los caracteres establecidos en el trabajo de Maddison (1996),
siendo los referidos en la seccion 6.2.3 (Determinacion y estudio morfologico, Figura 9).
De estos caracteres mencionados los mas ttiles para la separacion de especies fueron la
forma del émbolo del macho y la forma y anchura de los ductos de reproductivos presentes
en los epiginios de hembras. En algunas ocasiones fueron de ayuda la forma de los “flaps”
0 solapas que cubren la apertura del epiginio y los patrones de bandas de escamas
encontrados en el abdomen de las hembras.

Las fotografias se tomaron como se establece en la seccion 6.2.5. (Preparacion de
fotografias de ejemplares en alcohol). Se mostraron en su mayoria imagenes del opistosoma
de especimenes almacenados en alcohol, tinicamente se presentan algunas fotografias de
ejemplares en vivo, las cuales coinciden en la evidencia de sus patrones con las obtenidas
de individuos en alcohol (Resultados-Figura 14). Para presentar de manera mas explicita las
variaciones encontradas, en las fotografias se muestran algunas medidas realizadas de cada
uno de los caracteres mencionados en los resultados en la seccion 7.4.1. (Enfoque
morfoldgico), todas recuperadas de estructuras izquierdas y con una escala en milimetros.
Estas medidas se exponen de la siguiente manera: Embolo, largo y ancho de rama
terminales, rama retrolateral (Rl L; A), rama prolateral (P1 L; A) (Figura 11); “Flaps”, largo
y ancho de solapas (Flaps L; A) (Figura 12); Curvas de conductos reproductivos (Curva 1
A, Curva 2 A) (Figura 13); Banda cuatro del abdomen dorsal (Banda 4 L; A) (Figura 14).

6.4.2. Analisis molecular

Los métodos utilizados para la evidencia molecular fueron los siguientes: dos
basados en distancias genéticas (ABGD, HB), utilizados para generar el primer esquema de
particion de las especies putativas y dos basados en reconstruccion de arboles filogenéticos
(GMYC, bPTP), utilizados para corroborar el esquema de particion obtenido con los
métodos de distancias.

6.4.2.1.  Descubrimiento automatico de espacios en el codigo de barras
“ABGD”

El método ABGD se utilizé efectuando dos andlisis independientes con el objetivo
de corroborar nuestros resultados. El primer andlisis se realizo utilizando una matriz de
distancias no corregidas (distancias p), y un segundo andlisis se condujo utilizando una
matriz de distancias corregidas con el modelo de Kimura de dos parametros (K2P),
previamente generadas en MEGA.

44



Los analisis se realizaron en el servidor en linea
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html), donde se cargaron las matrices de
distancias como archivos de entrada. Se utilizaron los parametros establecidos por defecto
en el servidor (Pmin = 0.001, Pmax = 0.1, Pasos = 10; Nb bins: 20), excepto por la anchura
relativa del espacio (X), la cual se evalu6 empezando en 0.1 y se incrementd hasta
recuperar una sola especie putativa. El nimero de especies putativas se consideré cuando
las particiones fueron consistentes en todos los valores evaluados de X y los resultados
fueron equiparables a los obtenidos con los datos morfologicos.

6.4.2.2. Brecha dura del cddigo de barras de DNA “HB”

El método Hard-Gap se realiz6 calculando las distancias genéticas (distancias p y
K2P) del alineamiento de secuencias en el programa MEGA. Después, cada una de las dos
matrices se exportaron por separado en una hoja de calculo de Excel, en donde, para cada
conjunto de datos, primero se juntaron todas las distancias y posteriormente se ordenaron
de menor a mayor divergencia, para detectar las brechas que indicaron una separacion
interespecifica.

Se consider6 que existia una brecha de codigo de barras universal si ésta era al
menos uno punto tres veces mas amplia que los espacios anteriores (Ortiz y Francke, 2016).
En el analisis no se permiti6é la superposicion de distancias intra e interespecificas. Para
esto se eligieron los espacios elegibles para evitar tener errores en la identificacion de la
brecha. Los valores de los dos limites de cada brecha, valor igual o menor al limite inferior
y el valor igual o mayor al limite superior de la brecha, fueron utilizados como umbrales
para la variacion intra e interespecifica, respectivamente. El nimero de especies putativas
se consider6 al momento de existir una brecha con separacion interespecifica (Ortiz y
Francke, 2016).

6.4.2.3. Modelo evolutivo e inferencia de arboles genéticos de CO1

Se determino el modelo de sustitucion de DNA y el esquema de particion apropiado
para nuestros datos moleculares utilizando el programa Partition Finder 2.1.1 (Lanfear et al.
2012), en el portal de CIPRES (Miller et al. 2010). Este analisis se realizo utilizando una
busqueda “greedy”, contemplando todos los modelos, con longitudes de ramas no ligadas y
bajo un modelo de seleccion con el Criterio de Akaike para conjuntos de datos <50 (AICc).
Los modelos resultantes fueron el modelo HKY+I para la primera particion que incluye la
lera y 2nda posicion del codon, y el modelo GTR+G para la segunda particion, que incluye
la 3era posicion del codon. EI modelo HKY (Hasegawa et al. 1984; Hasegawa et al. 1985)
incluye una tasa de cambio de transicion y transversion, con una frecuencia distinta de cada
base, y el modelo GTR (Tavar¢, 1986) incluye una tasa de cambio simétrica y diferente
entre una base y otra, con una frecuencia distinta de cada base. Estos modelos incluyen la
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posibilidad de sitios invariables (+I), y la frecuencia de las bases con referencia a una
distribucion gamma en donde puede haber sitios invariables y hasta sitios muy cambiantes
(+G).

Los arboles genéticos fueron enraizados utilizando como grupo externo tres
secuencias de individuos de Paraphidippus aurantius, debido a que es uno de los géneros
dentro de los dendryphantinos, cercanos a Pelegrina, asi como Eris y Phidippus, y ademas,
es la especie que estuvo mejor representada en los ejemplares revisados y en las secuencias
obtenidas en la CNAN.

El arbol de COI1 fue reconstruido tanto con Maxima Verosimilitud (MV) como con
Inferencia Bayesiana (IB), realizando cuatro andlisis con diferente nimero de semilla y
seleccionando el analisis con la mayor verosimilitud. El arbol de MV se realizd en el
programa IQTree 2.1.1. (Minh et al. 2020) en la plataforma CIPRES, debido a que este
programa utiliza mas modelos ademas de GTR. Se utilizé el alineamiento con “?” como
datos faltantes en formato .phylip y un archivo con el modelo establecido para cada
particion, se eligidé la opcion de modelo no ligado por particion (-Q) y los valores de
soporte de rama se calcularon con 1000 réplicas de booststrap. El arbol de IB se realiz6 en
el programa Mr. Bayes 3.2.7. (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) en CIPRES. Se utiliz6 el
alineamiento en formato .nexus, en donde se anexaron las indicaciones para el analisis
especificando el modelo por particion. Este andlisis se llevo a cabo con cuatro corridas
simultaneas cada una, utilizando cuatro cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC) con
temperatura de 0.05, realizando una busqueda de 20 millones de generaciones, con un
muestreo cada 10,000 arboles y guardando el archivo cada 10,000 generaciones. Se
especifico un 25% de muestreo considerado como ruido en el andlisis previo a la
convergencia de las cadenas (burnin).

Posteriormente, se utilizo el programa TRACER version 1.7.1. (Rambaut, 2018)
para evaluar la convergencia de las cadenas entre las cuatro corridas independientes, para
verificar la eficacia de muestreo por arriba de 200 y para observar la convergencia de las
cadenas visualmente en el grafico de trazo (trace plot). En los resultados del analisis, se
revisdé que los pardmetros media, moda e intervalo de credibilidad del 95% tuvieran un
valor de PSRF (desviacion estdndar promedio del valor de las frecuencias divididas) mayor
a 0.01 para evaluar si era necesario correr otro analisis por mas tiempo. Se consideré que
las cuatro corridas independientes habian convergido cuando el valor de PSRF fue mayor a
0.01 y el tamafio de muestreo efectivo (por sus siglas en inglés, ESS) fue mayor a 200.
Finalmente, el arbol obtenido fue modificado en FIGTREE 1.4.3. (Rambaut, 2010) y
exportado en formato .png.
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6.4.2.4. Modelo Coalescente General Mixto de Yule “GMYC”

El método GMYC se realizé utilizando un arbol ultramétrico con el alineamiento de
secuencias genéticas usando un analisis bayesiano. En el programa BEAUTI version 2.6.3
(Drummond y Rambaut, 2007) se eligieron los modelos de sitio para cada posicion de
codon, utilizando una distribucion gamma. Para la posicion uno y dos se seleccino el
modelo de sustitucion HKY, mientras que para la posicion tres se utilizd el modelo GTR,
como se menciona anteriormente en la seccion 6.4.2.3. (Modelo evolutivo e inferencia de
arboles genéticos de CO1). Se utilizd un reloj molecular relajado lognormal, el cual
contempla una tasa de divergencia molecular heterogénea entre linajes con diferente
distribucion estadistica, en donde las tasas tienden a agruparse alrededor de un valor medio
y son constantes (Drummond et al., 2006). El proceso de generacion de arboles se realizod
utilizando dos diferentes modelos de diversificacion: (a) el modelo de Yule (Yule, 1925) de
solo nacimientos, que asume una tasa de nacimiento de linaje constante y desconocida para
cada rama del arbol; este modelo se eligi6 dado que es adecuado para relaciones entre
especies; y (b) el modelo Coalescente de poblacion constante (Kingman, 1982), el cual
asume un tamafio de poblacion constante y desconocido en el tiempo, elegido para
corroborar la divergencia presente entre individuos de la misma especie.

Se realizaron dos analisis, cada uno con un modelo de diversificacion de arbol
diferente, con el objetivo de identificar el modelo que produciria resultados mas
congruentes con la morfologia (Candia-Ramirez y Francke, 2020; Ceccarelli et al., 2012).
Los analisis fueron realizados en BEAST version 2.1-2.6.3 (Drummond y Rambaut, 2007)
en la plataforma de CIPRES. Cada analisis se realizo con tres corridas de 20 millones de
generaciones, con un muestreo de arboles cada 1,000 generaciones y con un niimero de
semilla diferente. Posteriormente, se revisd la convergencia de las cadenas en TRACER
obteniendo valores de muestreo efectivo mayores a 200. Seguidamente, se hizo la
combinacion de los arboles obtenidos en las tres corridas de cada andlisis en donde se
descarto unicamente el 10% de burnin, utilizando el programa LOGCOMBINER version
1.8.4-2.6.0 (Drummond y Rambaut, 2007) en CIPRES. Por ultimo, para obtener el arbol
ultramétrico necesario para el andlisis de GMYC, se us6 el programa TREEANOTATOR
version 1.8.4-2.6.0. (Drummond y Rambaut, 2007) en el portal CIPRES, para construir el
arbol de maxima credibilidad de clado, descartando el 25% de burnin, con un limite de
probabilidad posterior de 0.5 y una altura de nodo media. Una vez obtenido el arbol
ultramétrico, se prosiguio a obtener los resultados del método de GYMC con el servidor en
linea (https://species.h-its.org/gmyc/), eligiendo la opcion de umbral Unico para el andlisis
de delimitacion.
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6.4.2.5. Implementacion bayesiana del proceso del arbol de Poisson
“bPTP”

El método bPTP se realizo utilizando los arboles filogenéticos de Maxima
Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB), como se menciona anteriormente en la
seccion 6.4.2.3. (Modelo evolutivo e inferencia de arboles genéticos de CO1). Se realizaron
dos analisis de bPTP con cada uno de los arboles en formato .newick, utilizando el servidor
en linea (https://species.h-its.org/ptp/). Para estos estudios se considerando 200,000
generaciones de busqueda de las cadenas, con un muestreo cada 100 generaciones y un
10% de burnin. Por tltimo, se revisaron los analisis realizados verificando la convergencia
de las cadenas a través de cada trace plot.
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7. RESULTADOS
7.1. Obtencion del material bioldgico

Se obtuvieron 87 ejemplares del grupo furcata para estados del centro de México: Estado de
Meéxico, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla y para Arizona en Estados Unidos
(Cuadro 2, Cuadro 3). Estas arafias fueron encontradas en diferentes ecosistemas
principalemente en Bosque tropical caducifolio, encontrando vegetacion de pino, encinos
como Quercus y matorral, siendo localizadas tanto en pinos jovenes como en adultos. Los
ejemplares también fueron encontrados en vegetacion de Selva baja caducifolia, en Paztizal
y en Matorral xeor6filo con nopal, algunos de los cuales anteriormente mencionados por
Maddison (1996) (Figura 3).

7.1.1. Revision en colecciones

En total se revisaron alrededor de 300 ejemplares y mas de 22 especies de las cinco
colecciones cientificas, incluyendo especies de los géneros Pelegrina, Eris, Metaphidippus
(grupo manni) y Paraphidippus, principalmente, ademas de las dos morfoespecies fuera del
grupo furcata recuperadas de Pelegrina mencionadas por Maddison (1996). En las
colecciones CAFBUM, LAFC-UNAM, y CNAN, se encontraron una de las especies del
grupo furcata, P. furcata y una especie afin a P. morelos. También fueron encontradas las
mofoespecies de Jalisco y Nayarit (JALNAY), del estado de México (EDOMEX) y de
Jalisco Zapopan (JAL-ZAPOPAN) en la Coleccion Nacional de Aracnidos (Cuadro 2).

El material de donacion por parte del Dr. Maddison y el M. en C. Garcilazo Cruz se
reviso considerando alrededor de 150 ejemplares de los géneros Pelegrina, Eris,
Metaphidippus (grupo manni) y Paraphidippus. En este material se recuperaron tres de las
especies del grupo furcata, Pelegrina furcata, Pelegrina huachuca, y Pelegrina morelos
(Cuadro 3).

7.1.2. Trabajo de campo y preservacion de material fresco
En las salidas de campo realizadas se obtuvieron alrededor de 47 ejemplares, con 5
especies para el género Pelegrina, incluyendo una de las nuevas especies mencionadas por

Maddison (1996) y dos de las morfoespecies recuperadas del grupo furcata JALNAY y
EDOMEX (Cuadro 4).
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Cuadro 2. Material revisado y utilizado de Pelegrina (grupo furcata) de colecciones de
universidades locales y colecciones nacionales.

Coleccion Especie Ejemplares Estado, municipio,
P (sexo) localidad
Michoacan, Morelia, Rio
CAFBUM Pelegrina furcata 3(h), 4(m) | bello. San Miguel del Monte.
El Gigante.
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo 2 (h). 3 (m) Jalisco, San Sebastian del
IBUNAM furcata) ’ Oeste, Cerro de la Bufa
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo 3 (m). 2 (h) Nayarit, Jala, Volcan
IBUNAM furcata) ’ Ceboruco.
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo | 2 (m), 4 (h), Jalisco, Ahualulco del
IBUNAM furcata) 1() Mercado, Piedras Bola, Isla.
CNAN- P. sp. nov. aff. JALNAY 1 (h) Jalisco, San Gabirel, Puerto
IBUNAM (grupo furcata) El Floripondio.
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo 1 (h) Jalisco, San Sebastian del
IBUNAM furcata) cf. P. morelos Oeste, Cerro de la Bufa
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo 1 (h) Jalisco, Ahualulco del
IBUNAM furcata) cf. P. morelos Mercado, Piedras Bola, Isla.
CNAN- P. sp. nov. JALNAY (grupo 6 (h) Nayarit, Jala, Volcan
IBUNAM furcata) cf. P. morelos Ceboruco.
CNAN- P. sp. nov. EDOMEX (grupo | 1(h), 1(m), Edo. Mexico, Coatepec
& . Harinas, Meyuca de Morelos,
IBUNAM furcata) 10) Cerro de las Huacas.
Jalisco, Zapopan, Km 19
CNAN- P. sp. nov. JAL-ZAPOPAN I (m) carretera Guadalajara-Saltillo,
IBUNAM (grupo furcata) desv. a Parque Acuatico Los
Camacho.
CNAN- ) Jalisco, San Sebastian del
IBUNAM P. aff. P. morelos 3 (). 1G) Oeste, Cerro de la Bufa
LAFC-UNAM Pelegrina furcata 1 (h) Veracruz, Pico de Orizaba.
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Cuadro 3. Material de donacion del Dr. Maddison y M. en C. Garcilazo.

., . Ejemplares | Pais, Estado, Municipio,
Donacion Especie .
(sexo) Localidad
Pelegrina furcata E.U., Arizona, Santa Cruz
Donacion WPM morfo sur de Arizona/ norte de 3m, 4h, 2j | Co. Santa Rita Mountains,
M¢éxico M. Hopkins km 13-17
Pelegrina furcata E.U., Arizona, Cochise Co.
Donacion WPM morfo sur de Arizona/ norte de 2h Huachuca Mountains,
M¢éxico Miller Canyon
Pelegrina furcata o .
Donaciéon WPM morfo sur de Arizona/ norte de 2h, 2j Mexico, Morelos, Huitzilac,
, . Barrio de la Cruz
México
Pelegrina furcata .
Donacion WPM morfo sur de Arizona/ norte de 3h, Im E.U., Arizona, Santa Cruz
o Co. Madera Canyon
Meéxico
.y P. furcata . México, Morelos, Huitzilac,
Donacion WPM morfo oeste de Oaxaca Th, 2j Barrio de la Cruz
., P. sp. aff. P. furcata México, Morelos, Huitzilac,
Donacion WPM morfo oeste de Oaxaca Ih Barrio de la Cruz
P. furcata . . .
Donacion WPM morfo N de Arizona, Colorado, 1h Mexico, Morelos, Huitzilac,
Barrio de la Cruz
Nuevo Mex.
Donacién WPM P furcata 1h Meéxico, Morelos, Huitzilac,
Barrio de la Cruz
Donacion WPM P. furcata cf. P. morelos 1h Mexico, Morelos, Huitzilac,
Barrio de la Cruz
Donacion WPM P. morelos 7m Mexico, Morelos, Huitzilac,
Barrio de la Cruz
E.U., Arizona, Santa Cruz
Donacion WPM P. huachuca 1h Co. Montosa Canyon, ca.
Km 3 on Mt. Hopkins Road
P. furcata . .
Donacion UGC morfo sur de Arizona/ norte de 1f, 2m, 2j México, Puebla, Zoquitlan,
México Azalpa
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Cuadro 4. Estados y localidades muestreadas en el afio 2019 de las especies de Pelegrina.

Colecta Mes/Afo de Estado Localidades _Ejerr_]plares Especie
colecta muestreadas | identificados
Ciudad de . .
#1 may-19 México 1 6m, 1h, 2j P. edrilana
0 jun-19 Ciudad de I 3m, 5h P. edrilana
Mexico
P. orestes
Talisco M. tricolor cf. M. diplacis
#3 jul-19 Na ari; 3 6m, 7h, 2j JALNAY
Y P. sp. nov. (Maddison
Guerrero-Jalisco)
#4 ago-19 Querétaro 1 2h P. edrilana
& P. sp. aff. P. edrilana
#5 ago-19 Edo. México 1 Im, 2j EDOMEX
Ciudad de . P. edrilana
#6 sep-19 México ! tm, 1) P. sp. aff. P. edrilana
#7 oct-19 Cluqa.d de 1 Im, 3j P. edrilana
Mexico

7.2. Trabajo morfoldgico

7.2.1.

Revisién taxondmica

Se realizo la revision taxonomica del género Pelegrina grupo furcata, de los
ejemplares obtenidos de las colecciones cientificas, el material de donacion y las salidas de
campo (Cuadro 2, Cuadro 3, Cuadro 4). También se realiz6 la revision de los ejemplares
obtenidos como grupos externos de los géneros Eris, Metaphidippus (grupo manni) y
Paraphidippus.

7.2.2. Determinacion y estudio morfologico

La determinacion de ejemplares de Pelegrina dio como resultado la separacion de
tres de las especies del grupo furcata; a Pelegrina furcata, con tres de las cuatro variaciones
descritas por Maddison (1996): 1) el morfotipo del sur de Arizona y Norte de México, de
los estados de Arizona, Morelos y Puebla, con ejemplares machos y hembras, 2) el
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morfotipo del oeste de Oaxaca, del estado de Morelos con ejemplares hembras y 3) el
morfotipo del Norte de Arizona, Colorado y Nuevo México, de Morelos con una hembra,
considerando un nuevo registro de esta especie para Zoquitlan Puebla (Cuadro 3).

Se obtuvieron ejemplares de Pelegrina morelos del estado de Morelos con
especimenes machos, con un nuevo registro para Huitzilac, Morelos, y se recuper6 a la
especie Pelegrina huahuca del estado de Arizona con un unico ejemplar hembra (Cuadro
3), ademas, se consiguié una especie afin a P. morelos de Jalisco con un solo ejemplar
hembra. Asimismo, se realiz6 el hallazgo morfoldgico de tres especies putativas del grupo
furcata: la especie JALNAY de los estados de Jalisco y Nayarit, la especie EDOMEX del
Estado de México y una tercera especie JAL-ZAPOPAN de Zapopan Jalisco. Aunado a
esto, se obtuvieron tres morfotipos presentes en la especie JALNAY, con base en la forma
de los “flaps” y los conductos reproductivos en el epiginio, de los cuales los tres estan
presentes en los ejemplares de Nayarit y dos estan presentes en los de Jalisco (Cuadro 2,
Cuadro 4).

Ademas, se obtuvieron especies de Pelegrina que no forma parte del grupo furcata,
de las cuales algunas son mencionadas en el Cuadro 4. Estas incluyen ejemplares de P.
dilathea Maddison, 1996, P. pallidata Pickard-Cambridge, 1901, P. bunites Maddison,
1996, P. clavator Maddison, 1996, P. galathea, P. variegata Pickard-Cambridge, 1901, P.
clemata Levi y Levi, 1951, P. sp. de Neriaco México (Maddison, fig. 464-466), P. sp. de
Durango (Maddison, fig. 470), P. kastoni, P. verecunda Chamberlin y Gertsch, 1930, P.
aeneola, P. yucatecana Maddison, 1996, P. arizonensis, P. flavipedes, P. balia, P. flavipes,
P. aff. P. tristis, P. proterva, P. insignis, P. verecunda, y P. tillandsiae Kaston, 1973. Las
muestras obtenidas recuperan una serie de registros nuevos del género para diferentes
estados de la Republica Mexicana. Estos ejemplares se encontraron almacenados en su
mayoria en la CNAN y algunos otros fueron obtenidos de la donacion por parte del Dr.
Maddison.

7.3. Analisis de delimitacion de especies - Morfoldgico

Al examinar la morfologia se identificaron nueve diferentes morfoespecies: Jalisco-
Nayarit (JALNAY), Estado de México (EDOMEX), Jalisco, Zapopan (JAL-ZAPOPAN),
P. furcata, P. morelos, P. aff. P. morelos, P. huachuca, P. edrilana y P. orestes. De estas
morfoespecies solo se muestran fotografias de los integrantes del grupo furcata (Figuras 11,
12, 13, 14), sin contemplar a P. edrilana y P. orestes. La morfologia se examino
incluyendo todos los ejemplares adultos utilizados para la parte molecular.

Se encontr6 una fuerte variacion en los alerones o “flaps” que se encuentran
cubriendo la apertura del epiginio y en los conductos reproductivos en la parte interna del
epiginio entre ejemplares hembras de la misma morfoespecie y localidad (Figuras 12, 13).
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Esta variacion coincide con la variacion intraespecifica mencionada por Maddison (1996)
en hembras del grupo furcata, especificamente en P. furcata. Sin embargo, la variacion
interespecifica fue clara entre hembras de las especies putativas y el resto de las especies de
Pelegrina en las que se contaba con la hembra, sobre todo al observar los conductos
reproductivos y, en algunas ocasiones, los patrones del opistosoma en hembras (Figura 14).
No obstante, solo se pudieron obtener las caracteristicas de los “flaps” y conductos
reproductivos de las hembras de JALNAY, P. furcata, P. aff. P. morelos y P. huachuca,
debido a que el epiginio de la hembra de EDOMEX fue extraviado antes de la toma de
fotografias y para las especies de JAL-ZAPOPAN y P. morelos solo se recuperaron
machos.

Las caracteristicas encontradas en machos se limitan a los caracteres sexuales, es
decir, la forma y posicion de las ramas terminales del émbolo, ya que las caracteristicas
somaticas presentan una diversidad criptica (Figura 11). Estas caracteristicas se pudieron
recuperar para las tres especies putativas y el resto de las especies incluidas de Pelegrina,
con la tnica excepcion de P. aff. P. morelos de la cual no se recuperaron machos. Los
machos no presentaron una variacion intraespecifica marcada en estos caracteres y, por lo
tanto, en el grupo furcata como en el resto de las especies de Pelegrina, los machos son
indispensables para la separacion morfoldgica de especies.

Las tres especies putativas nuevas encontradas son distinguibles por la morfologia
de los caracteres sexuales tales como las ramas terminales del émbolo en machos (forma e
inclinacion de la rama prolateral (Pl) y la rama retrolateral (R1); Figura 11); los “flaps”
epiginiales en hembras (forma e inclinacion paralela, convergente o divergente; Figura 12);
los conductos reproductivos en hembras (anchura y curvatura de las vueltas del ducto
espermatecal; Figura 13); y los patrones en el abdomen dorsal en hembras (nimero, forma,
anchura e inclinacién de bandas; Figura 14).

7.3.1. Ramas terminales del émbolo en machos

La forma e inclinaciéon de las ramas terminales del émbolo es el cardcter mas
informativo que separa las especies putativas, dado su casi nula variacion intraespecifica y
debido a la presencia de machos para la mayoria de las especies recuperadas del grupo
furcata (Figura 11). En el caso de la especie putativa JALNAY, los machos presentan una
rama Rl con forma de garfio grueso con inclinacion hacia la derecha pero con curvatura
hacia la rama PI, similar a la rama Rl encontrada en P. tristis (Figura 11 A-F). Estos
machos presentan una rama Pl formando, junto con el borde de la apertura del émbolo, un
cuadrado o rectangulo con inclinacion diagonal hacia la rama Rl colocada en una base del
émbolo, fuertemente ancha, con un anchor similar al que abarca sus ramas terminales.
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El émbolo de JALNAY se asemeja al de P. morelos, asi como a P. furcata
unicamente en la inclinacion de sus ramas terminales, dado que también presenta una rama
RI con inclinacién hacia la derecha con diferente prolongacion, pero en el caso de estas
especies, ésta rama se encuentra fuertemente inclinada a la derecha. En P. morelos la rama
RI se encuentra prolongada con una ligera curva en la punta hacia la rama PI, simulando un
gancho recto fuertemente delgado con la punta curvada (Figura 11 K-L). Por otro lado, P.
morelos como P. furcata presentan una rama Pl con inclinacion hacia la derecha y truncada
en la punta, con puntas generalmente cuadradas (Figura 11 I-L). En contraste, el émbolo de
JALNAY no guarda semejanzas con las especies del grupo furcata P. volcana y P.
bicuspidata, ya que éstas dos presentan ramas terminales muy similares en tamafio y forma,
lo que no sucede con JALNAY. Por ultimo, en el caso de P. huachuca, la especie también
presenta una rama Rl prolongada con inclinaciéon hacia la derecha, sin embargo, ambas
ramas terminales tienen una forma muy distinta a las encontradas en JALNAY y a las del
resto del grupo furcata (Maddison, 1996).

Los machos de la especie putativa EDOMEX presentan un émbolo con una rama Rl
muy similar a JALNAY con forma de garfio, pero con menor prolongaciéon, como un garfio
truncado y mas delgado que en JALNAY, y dicha rama muestra una apariencia ligera y
unicamente en la forma de gancho a la rama RI de P. proterva (Figura 11 G). Ademas, la
especie putativa EDOMEX también presenta una rama Pl que forma un cuadrado con el
borde de la apertura del émbolo, pero con este borde ligeramente marcado en algunos
ejemplares y con una base del émbolo ancha al igual que en JALNAY abarcando la anchura
de sus ramas terminales. Estas diferencias son significativas debido a que se presentan de la
misma manera en todos los ejemplares de JALNAY y en los dos ejemplares obtenidos de
EDOMEX.

En la especie putativa JAL-ZAPOPAN, los machos presentan un émbolo con ramas
terminales muy distintas a las encontradas en la mayoria del grupo furcata, con algunas
excepciones (Figura 11 H). Esta especie presenta una base del émbolo y un émbolo curvado
hacia la derecha, con un borde més o menos triangular en la pared izquierda inferior. Se
presenta con ramas terminales paralelas y ligeramente inclinadas hacia la izquierda, con
ramas pequeias y truncadas en la punta, de romas a ligeramente cuadradas. La forma
curvada con el borde izquierdo en el émbolo es muy similar en cuanto a la estructura al
émbolo de P. bicuspidata, sin embargo, el borde que presenta el émbolo del lado izquierdo
es mas marcado en esta ultima especie (Maddison, 1996). Ademas, la curva que hace la
parte distal del émbolo, deslizando las dos ramas terminales hacia arriba y a la izquierda, es
mayormente marcada y con mayor inclinaciéon en JAL-ZAPOPAN. Por ultimo, la forma de
las ramas terminales, Pl y Rl, se aprecia con mayor similitud en JAL-ZAPOPAN que en P.
bicuspidata. Por otro lado, la similitud que guarda el émbolo de JAL-ZAPOPAN con el de
P. volcana, es tnicamente en la presencia de ramas terminales pequefias y paralelas
(Maddison, 1996).
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A) B) C)
RI: L 0.24; A 0.04 REL 021: A 0.03 RI: L 0.20; A 0.03 RI:L0.21; A 0.03
PL:LO.11; A 0.02 PL L 0.09 A 0.02 PL: L 0.09; A 0.02 PL: L 0.09; A 0.03
JALNAY JALNAY JALNAY JALNAY
E) F) G)

§ .

RI: L 0.22: A 0.03 RI:L021: A 0.03 RI: L 0.28; A 0.02 RI: L 0.18; A 0.01
P1: L 0.10; A 0.02 Pl: L 0.11; A 0.02 Pl: L 0.16; A 0.02 PL: L 0.18; A 0.02
JALNAY JALNAY EDOMEX JAL-ZAPOPAN

) J)

L)»

RI: L 0.22; A 0.04 RI: L 0.18; A 0.02 RI: L 0.26; A 0.03 RI: L 0.28; A 0.03
P1: L 0.18; A 0.02 Pl: L 0.16; A 0.01 P1: L 0.16; A 0.02 P1: L 0.17; A 0.02
P. furcata P. furcata P. morelos P. morelos

Figura 11. Variacion intraespecifica e interespecifica de los émbolos en machos (vista ventral) de
ejemplares del grupo furcata. A-F Jalisco-Nayarit (JALNAY): A-B Jala, Nayarit (DGF01_0107A,
DGFO01 0306); C-E San Sebastian del Oeste, Jalisco (DGFO01 0012B, DGF01 0086,
DGF01 _0012C); F Ahualulco del Mercado, Jalisco (DGF01 _0362A). Edo. de México (EDOMEX):
G Meyuca Morelos, Edo. de México (BCD 0037). H Zapopan, Jalisco (JAL-ZAPOPAN):
(DGFO01_0376). P. furcata: 1-J Santa Cruz, Arizona (WPM_0126, WPM_0129). P. morelos: K-L
Huitzilac, Morelos (WPM_0176, WPM_0037). Las letras y numeros debajo de las figuras
representan la longitud (L) y la amplitud (A) de cada rama, retrolateral (RI) y prolateral (P1).
Mediciones en milimetros.
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7.3.2. Solapas o “flaps” epiginiales en hembras

Las solapas o “flaps” que cubren las aperturas en los epiginios de las hembras
presentan una fuerte variaciéon entre los ejemplares de la especie putativa JALNAY,
presentando tres morfotipos distintos (Figura 12 A-H). En el primer morfotipo los “flaps”
se presentan paralelos en forma de gota alargada, con la parte superior de estos haciéndose
cada vez mdas delgada y convergente, y con la parte inferior de estos ligeramente
convergente, divergente o rectos (Figura 12 A, D, E, F). El segundo morfotipo presenta
unas solapas con una forma similar, pero con la pared externa mas o menos recta y con la
pared interna con un ligero borde en la mitad de la pared, de la mitad inferior a la superior
(Figura 12 B, G, H). Los “flaps” se presentan paralelos pero inclinados hacia la parte
interna del epiginio, con la parte superior muy delgada y curvada casi a partir de la mitad de
estos, dandole una apariencia divergente a la parte superior y una apariencia convergente en
la inferior. El tercer mofotipo presenta unas solapas con forma de gota alargada pero no tan
alargada como la del primer morfotipo, se muestran un poco mas anchas que los dos
anteriores en toda la solapa, y convergentes en la parte superior y paralelas en la parte
inferior (Figura 12 C).

Estos “flaps” de la especie putativa JALNAY son distintos a los de P. furcata, en
cuanto a que, para estos ultimos, se presentan en forma de gotas ligera o fuertemente
dobladas, dependiendo del mofotipo, doblandose de la parte media hacia la parte interna del
epiginio. Esto les da una apariencia de “flaps” curvados y convergentes en la parte superior,
mientras que en la parte inferior pueden presentarse convergentes (Figura 12 J, L, N) o
rectos (Figura 12 I, K), con la presencia también de algunas solapas mayormente robustas y
ligeramente convergentes (Figura 12 M), variacion que también se encuentra en esta
especie dependiendo del morfotipo (Maddison, 1996). En cuanto a las solapas de JALNAY
y P. morelos, éstas se diferencian dado que P. morelos presenta una pared interna
“abombada”, sobre todo en la mitad inferior, una pared externa un poco mads recta y, en
general, por ser “flaps” mas robustos que los encontrados en JALNAY (Maddison, 1996).

Por otro lado, las diferencias entre JALNAY y P. aff. P. morelos son escasas, ya
que estos Ultimos también aparentan una forma de gota alargada con los “flaps”
convergentes en la parte superior, y de rectos a convergentes en la parte inferior, con la
diferencia de que no se presentan fuertemente curvadas en la parte superior como en
algunos de los morfotipos de JALNAY (Figura 12 O). Sin embargo, este caracter no es
suficiente para separar estas especies, debido a que unicamente se tiene la evidencia de un
ejemplar hembra afin a P. morelos, el cual es muy similar en este caracter a algunos de los
ejemplares de JALNAY.
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A) l I B)
Yy N

Flaps: L 0.15; A 0.04 Flaps: L 0.19; A 0.04 Flaps: L 0.14; A 0.05 Flaps: L 0.14; A 0.04
JALNAY JALNAY JALNAY JALNAY
E) F) H)
> . Aol
Flaps: L 0.18; A 0.05 Flaps: L 0.19; A 0.05 Flaps: L 0.16; A 0.05
JALNAY JALNAY JALNAY JALNAY

I)‘ J). K)‘ L)‘
Flaps: L 0.17; A 0.05 Flaps: L 0.19; A0.06  Flaps: L 0.17; A 0.06 Flaps: L 0.21; A 0.08
P. furcata P. furcata P. furcata P. furcata

M) N) N) O)
Flaps: L 0.22; A 0.08 Flaps: L 0.22; A 0.08 Flaps: L 0.24; A 0.10  Flaps: L 0.16; A 0.03
P. furcata P. furcata P. huachuca P. aff. P. morelos

Figura 12. Variacion intra e interespecifica de los alerones o “flaps” en el epiginio de las hembras
(vista dorsal) de ejemplares del grupo furcata. A-H Jalisco-Nayarit (JALNAY): A-D Jala, Nayarit
(BCD_0025, BCD 0024, BCD 0026, DGF01 _0108); E-F San Sebastian del Oeste, Jalisco
(DGF01_0012G, DGFO01 _0084); G-H Ahualulco del Mercado, Jalisco (DGFO01 0327B,
DGF02_0362C). I-N P. furcata: I-K Santa Cruz, Arizona (WPM_0007, WPM_0070, WPM_0128);
L-N Huitzilac, Morelos (WPM_0173, WPM_0174, WPM_0032). N P. huachuca: Santa Cruz,
Arizona (WPM_0199). O P. aff. P. morelos: San Sebastian del Oeste, Jalisco (DGF01_0012E). Las
letras y nimeros debajo de las figuras representan la longitud (L) y la amplitud (A) de cada “flap” o
solapa, de las muestras examinadas de las que se pudieron obtener estas medidas. Mediciones en
milimetros.
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Las diferencias entre las solapas de JALNAY y P. huachuca, son que esta tltima
presenta unos “flaps” robustos y convergentes, con forma mas o menos triangular, similares
a los encontrados en P. edrilana, con la parte inferior interna terminando en un borde agudo
(Figura 12 N). Por ultimo, las diferencias entre las solapas de JALNAY y P. ochracea son
muy evidentes, debido a que esta tltima presenta “flaps” bastante cortos, sin prolongacion
en la parte superior y un poco angostos (Maddison, 1996).

7.3.3. Conductos reproductivos en hembras

La parte interna o ventral del epiginio de hembras también presenta una fuerte
variacion en los ductos espermatecales entre los ejemplares de la especie putativa
JALNAY. Esta presenta los mismos tres morfotipos mencionados para los “flaps”, con una
primera vuelta de los conductos ancha y una segunda vuelta aguda (Figura 13 A-H). El
primer morfotipo presenta ductos paralelos con la primera vuelta del conducto en el mismo
plano horizontal, formando un o6valo (Figura 13 A, E, F) y en algunas ocasiones
ligeramente mds aguda (Figura 13 D). El segundo morfotipo presenta ductos con una
primera vuelta ligeramente mas aguda que los anteriores, formando una vuelta en el plano
diagonal (Figura 13 B, G) y en algunas ocasiones hacia abajo en direccion a la esquina
inferior externa (Figura 13 H). El tercer mofotipo presenta unos ductos con una vuelta de
ovalada a rectangular con los bordes ligeramente marcados, en direccion hacia la esquina
inferior externa, pero sin pasar del plano horizontal (Figura 13 C).

Estos ductos de la especie JALNAY se diferencian de los presentes en P. furcata, en
tanto que para los primeros ductos presentan la primera vuelta fuertemente ancha y en
direccion hacia la esquina inferior externa, con una segunda vuelta aguda, como en forma
de “G”, con una cola abajo. Por otro lado, la primera vuelta en los conductos de P. furcata
se presenta aguda y en direccion hacia la esquina superior externa, con una segunda vuelta
ancha como en forma de “alas de mariposa” o la forma del “cuello y cola de un cisne”
(Figura 13 I-N). Cabe mencionar que los conductos reproductivos de JALNAY son muy
similares a los de la especie P. morelos, que tienen la primera curva del conducto ancha y la
segunda curva estrecha, pero presentando la primera curva un poco mas alargada, gruesa y
con inclinacion horizontal que en JALNAY (Maddison, 1996). No obstante, las diferencias
entre JALNAY y P. aff. P. morelos no son claras, por lo que este caracter no funciona
como evidencia para separar a estas especies (Figura 13 O).

En el caso de P. huachuca, las diferencias entre ésta y JALNAY son evidentes, ya
que, aunque ambos presentan curvas con similar grosor, la primera curva en P. huachuca
muestra bordes marcados, con una forma mas o menos cuadrada, con inclinacion hacia la
esquina inferior externa, lo cual es diferente en JALNAY (Figura 13 N). Por tltimo, las
diferencias entre las especies JALNAY y P. ochracea son evidentes, ya que esta tltima
presenta conductos reproductivos pequefios y angostos (Maddison, 1996).
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Figura 13. Variacion intra e interespecifica de los conductos reproductivos en el epiginio de las
hembras (vista ventral) de ejemplares del grupo furcata. A-H Jalisco-Nayarit (JALNAY): A-D Jala,
Nayarit (BCD_0025, BCD_ 0024, BCD_0026, DGF01 _0109B); E-H San Sebastian del Oeste,
Jalisco (DGF01 _0012G, DGF01 0084, DGF01 0327B, DGF02 0362C). I-N P. furcata: I-K Santa
Cruz, Arizona (WPM_0007, WPM_0070, WPM_0128); L-N Huitzilac, Morelos (WPM_0173,
WPM_0174, WPM_0032). N P. huachuca: Santa Cruz, Arizona (WPM_0199). O P. aff P. morelos:
San Sebastian del Oeste, Jalisco (DGFO1_0012E). Las letras y numeros debajo de las figuras
representan la amplitud (A) de la curva uno y dos del ducto espermatecal, de las muestras
examinadas de las que se pudieron obtener estas medidas. Mediciones en milimetros.
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7.3.4. Patrones de bandas en el opistosoma de hembras

Los patrones de bandas presentes en el opistosoma de las hembras presentan ciertas
variaciones muy sutiles, las cuales estan dadas por la pérdida natural de sedas del ejemplar
o por su perdida al conservar el ejemplar en alcohol. Sin embargo, se alcanzan a distinguir
las marcas donde estuvieron presentes estas bandas de sedas de blancas a amarillas en los
ejemplares fotografiados en alcohol (Figura 14). Ademas, al recuperar fotografias tanto de
ejemplares vivos, como almacenados en alcohol, sobre todo de los ejemplares de JALNAY,
se pudieron observar estos patrones, asi como también ayudaron a darnos una idea los
patrones que ya estaban desapareciendo en los ejemplares en alcohol. Por lo tanto, en la
mayoria de los ejemplares presentados aqui se alcanzan a observar patrones bien definidos
en el abdomen dorsal de hembras que difieren entre las especies (Figura 14). Estos patrones
de bandas, como lo menciona Maddison (1996), se pueden clasificar en diferentes
categorias, aquellas en las que los pares de bandas o manchas blancas dominan el dorso,
aquellas en las que las manchas oscuras entre y al lado de las bandas blancas dominan el
dorso y, agregando una ultima categoria en este trabajo, aquellas en las que existe una
mezcla de dominancia de bandas.

En el caso de la especie JALNAY, ésta presenta cinco bandas paralelas blancas que
dominan el dorso, mas o menos simétricas, en donde la primera y la segunda marca se
encuentran verticales y fusionadas, formando una “H” sin la conexion en medio (Figura 14
A-H) y, en algunas ocasiones la segunda banda presenta una prolongacion ondulada en la
parte posterior (Figura 14 F). La tercera banda se presenta de horizontal a diagonal,
curvada, y con el extremo interno prolongado hacia arriba encontrandose con su par,
formando la silueta de un tridngulo. La banda cuatro se presenta muy similar a la tres, con
excepcion de que ésta, en su mayoria, no se encuentra 0 une con su par, Unicamente en
algunos casos (Figura 14 A, D, F, H). La marca cinco en algunos ejemplares no se alcanza
a distinguir ya que es muy pequeila y en ocasiones solo se muestra como una marca
horizontal (Figura 14 B, C, E, F, G), mientras que también se puede presentar, al igual que
las bandas anteriores, curvada y hacia arriba, encontrandose con su par (Figura 14 A, D, H).

Estos patrones presentes en JALNAY se diferencian de los de P. furcata, debido a
que en esta Ultima, las bandas se encuentran mezcladas sin presentar una dominancia
definida, las primeras dos bandas verticales y fusionadas se encuentran por lo general
incompletas; lo mismo sucede con el par tres, las cuales se muestran curvadas y con
prolongacion, pero de manera incompleta, algunas con la curva méas marcada que otras,
simulando un triangulo al revés (Figura 14 I-N). Ademas, la cuarta banda, se presenta bien
marcada, ancha en su extremo externo y haciéndose cada vez més delgada hacia el otro
extremo hasta encontrarse con su par. Esta banda se encuentra muy delgada en una cuarta
parte de su extremo interno y con prolongacion hacia arriba. La quinta banda se presenta
marcada, completa y muy delgada, encontrandose con su par. En esta especie se puede
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Figura 14. Variacion interespecifica de los patrones de sedas y escamas en el opistosoma de
hembras (vista dorsal) de ejemplares del grupo furcata. A-H Jalisco-Nayarit (JALNAY): A-D Jala,
Nayarit (BCD_0025, BCD_0024, BCD_0026, DGF01_0108); E-H San Sebastian del Oeste, Jalisco
(DGF01_0012G, DGF01_0084, DGF01 _0327B, DGF02 0362C). I-N P. furcata: I-K Santa Cruz,
Arizona (WPM_0007, WPM_0070, WPM 0128); L-N Huitzilac, Morelos (WPM_0173,
WPM_0174, WPM_0032). N P. huachuca: Santa Cruz, Arizona (WPM_0199). O P. aff. P.
morelos: San Sebastian del Oeste, Jalisco (DGF01_0012F). Las letras y nimeros debajo de las
figuras representan la amplitud (A) de la banda cuatro, de las muestras examinadas de las que se
pudieron obtener estas medidas. Mediciones en milimetros.
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encontrar, entre la banda cuatro y cinco, una pequeiia banda muy delgada en la misma
forma que la anterior formando la silueta de un tridngulo, con los bordes internos marcados,
pero corta en comparacion con los anteriores.

La diferencia de esta especie putativa JALNAY y P. morelos es evidente, ya que el
primer par de bandas presentes en P. morelos se encuentran curvas, formando una “L”
inclinada en la parte exterior, y ademads estas bandas no se presentan unidas, aunque al igual
que en JALNAY, P. morelos presenta una dominancia de bandas blancas en el dorso. En el
caso de las bandas tres, cuatro y cinco, €stas si son muy similares a las encontradas en
JALNAY, debido a que se muestran curvadas y anchas, sobre todo en el caso de la banda
cuatro; sin embargo, estas bandas no presentan una prolongacion en su extremo interno,
hacia arriba, uniéndose con sus pares (Maddison, 1996).

La diferencia entre JALNAY y P. aff. P. morelos es que, en esta tltima, se presenta
ademas de la banda cinco, una sexta banda, con estas dos ultimas muy tenues y delgadas,
como bandas curvadas y completas, en contraste con las bandas de JALNAY, donde la
banda cinco por lo general no se presenta completa, es decir, que no se juntan el par de
bandas de cada lado (Figura 14 O). En este ejemplar, las bandas blancas también presentan
dominancia en el dorso y este cardcter si bien ayuda de manera sutil a distinguir estas
especies, no es suficiente evidencia para separarlas sin su estudio molecular.

La especie putativa JALNAY difiere de P. huachuca de manera clara, esta tltima
presenta una mezcla de bandas blancas y oscuras, asi como no presenta las bandas uno y
dos definidas (Figura 14 N). La banda tres de P. huachuca es tenue, delgada, y aunque si se
muestra curvada, ésta se encuentra continua, pero en el extremo externo hacia los bordes
del opistosoma. Ademas, mientras que las bandas cuatro y cinco se presentan marcadas, la
banda cuatro es un poco mas gruesa, pero ambas solo se muestran como bandas paralelas y
horizontales que salen de los lados del opistosoma, sin tocarse en el centro del mismo. Por
ultimo, en la especie JALNAY se encuentran diferencias escasas con la especie P.
ochracea, debido a que esta ultima presenta las primeras dos bandas unidas, asi como
también se unen la banda tres, cuatro y cinco que, presentan curvas con prolongaciones en
el centro del opistosoma formando picos marcados, sin embargo, todas las bandas se
muestran difusas, sin estar bien definidas y parecen ser continuas, tocando los bordes del
opistosoma (Maddison, 1996).

Por lo tanto, el émbolo en los machos, los “flaps” y los conductos reproductivos en
hembras fueron los caracteres que ayudaron significativamente a la separacion de las
especies putativas JALNAY, EDOMEX Y JAL-ZAPOPAN, debido a que se contd con
machos de las tres especies. Ademads, no se encontraron diferencias significativas entre las
hembras de las especies JALNAY y EDOMEX, por presentar los flaps y las curvas de los
conductos reproductivos muy similares en forma y en amplitud, y por tener unicamente la
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evidencia de una hembra de EDOMEX. No obstante, en algunos casos como el de
EDOMEX y JAL-ZAPOPAN, sera necesario contar en futuros estudios con las hembras
para tener en cuenta también estas caracteristicas, asi como una mayor cantidad de
especimenes para incrementar nuestro conocimiento en cuanto a la variacion intraespecifica
presente en éstas. De igual manera, para el resto de las especies de Pelegrina para las cuales
se contd solamente con un ejemplar, serd necesario en el futuro obtener un mayor nimero
de individuos de ambos sexos para poder apreciar mejor la variacion interespecifica entre
estas especies, sobre todo en ¢l caso de P. aff. P. morelos, en donde las diferencias
morfologicas inicamente de una hembra no ayudaron a diferenciar este ejemplar.

7.4. Analisis de delimitacion de especies - Molecular

Algunos de los ejemplares y especies incluidas en la revision morfoldgica no se
pudieron incluir en la parte molecular, como es el caso de P. morelos, P. huachuca y la
especie putativa JAL-ZAPOPAN. Ademads, se descartaron tres secuencias de JALNAY,
debido a que presentan distancias genéticas de 1.69% entre estas y P. furcata, lo cual esta
por debajo del 1.80% encontrado entre el resto de las secuencias de JALNAY y P. furcata.
Los resultados de la delimitacion molecular de especies utilizando el DNA mitocondrial
COl se muestran en la Figura 16. La matriz de distancias genéticas se muestra Unicamente
con las distancias p, debido a que los resultados obtenidos fueron muy similares con el
modelo de K2P (Cuadro 5).

7.4.1. Descubrimiento automatico de espacios en el cddigo de barras “ABGD”

Los resultados obtenidos con el método de ABGD fueron consistentes a través de
los diferentes valores de rango y concordantes con la morfologia, con la excepcion
unicamente de P. furcata, para los cuales se particioné en dos grupos a la hembra y al
macho de esta especie (Figura 16). Se realizaron diferentes andlisis utilizando la matriz de
distancias p no corregidas y la matriz de distancias corregidas con K2P, arrojando
resultados similares; ademas, se exploraron diferentes esquemas de particion obtenidos a
partir de diferentes valores de X (anchura relativa del espacio). La particion obtenida que
mas se repitié fue de ocho grupos (JALNAY, EDOMEX, P. furcata, P. furcata, P. aff. P.
morelos, P. edrilana, P. orestes, Paraphidippus aurantius) en las paticiones iniciales y de
nueve grupos (JALNAY, EDOMEX, P. furcata, P. furcata, P. aff. P. morelos, P. edrilana,
P. orestes, P. orestes, Paraphidippus aurantius) en las particiones recursivas. Ambas
particiones fueron constantes en cada uno de los analisis con valores de X que fueron del
0.1 al 0.6, con lo cual se lleg6 a la paticion de una sola especie.

En estas particiones se recuperaron las especies candidatas, el resto de las especies
de Pelegrina y el grupo externo. Sin embargo, en el caso de P. furcata la separacion de sus
ejemplares coincide con las distancias genéticas obtenidas, en donde estos presentan una
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distancia intraespecifica de 1.54, la cual representa la mayor divergencia obtenida dentro de
una especie en este trabajo (Cuadro 5). En el caso del ejemplar de P. edrilana, que se
separ6 del resto de sus ejemplares en la particion recursiva, esto se puede deber a que el
ejemplar fue muestreado en una localidad distinta. No obstante, se sabe que este método
tiende a realizar una sobreestimacion de especies, sobre todo en las particiones recursivas,
ya que suele ser sensible al efecto de muestreo, como se ha demostrado en otros trabajos
(Hamilton et al. 2014; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Ortiz y Francke,
2016; Valdez-Mondragoén et al. 2019).

Por otro lado, las distancias genéticas obtenidas con distancias p y con K2P,
generaron los mismos resultados (Cuadro 5). Estas distancias arrojaron valores
intraespecificos menores al 2%, que van del 0.0-1.54%, con este Ultimo valor sobresaliente
para P. furcata. Esta distancia puede estar dada por una tendencia de filopatria en las
hembras de P. furcata, ya que, aunque no se tiene ninguna evidencia de esto en el grupo, se
sabe que en algunas arafas solitarias y coloniales, asi como en otros artropodos, las
hembras presentan tendencia a la filopatria, asi como los machos tienden a tener una mayor
dispersion en busca de hembras (Eberle et al., 2019; Johannesen et al., 2012). No obstante,
es preciso sefialar que los ejemplares de P. furcata fueron recolectados de la misma
localidad en Santa Cruz, Arizona, Estados Unidos, sin embargo, fueron obtenidos en sitios
especificos diferentes, por lo cual estos ejemplares pudieron encontrarse separados por una
barrera bioldgica importante, razéon por lo cual se explicarian las diferencias genéticas
acumuladas (ver Cuadro 3).

Cuadro 5. Divergencia genética intra e interespecifica (distancias p sin corregir en %) de las
especies putativas, otras especies de Pelegrina y el grupo externo, recuperadas con métodos
basados en distancias genéticas. La divergencia genética minima y méaxima estan separadas por un
guion. Los nimeros en negrita indican la distancia intraespecifica y los que estan en formato regular
indican la distancia interespecifica. La celda con un guion representa aquella poblacion en la que
solo estaba disponible un ejemplar y por lo tanto, la divergencia intraespecifica no se pudo calcular.

1 2 3 4 5 6 7
1. JALNAY 0.0-0.6
2. EDOMEX 1.9-2.5  0.0-0.7
3. P. furcata 1.8-22  2.6-3.0 1.54
4. P.aff. P.morelos 4.7-5.0 5.2-53 4.6-5.0 -
5. P. edrilana 3.6-4.1 39-43 3548 5.6-59 0.0-04
6. P. orestes 7.4-83 7.8-8.5 8.1-89 9.7-104 8.7-94 0.1-1.0

7. Pa. aurantius 9.6-10.3 10.0-10.4 9.0-9.7 10.7-11.1 9.0-10.0 10.4-11.5 0.1-0.7
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Entre los ejemplares de P. furcata y JALNAY se obtuvieron valores interespecificos
a partir del 1.80%. La mayoria de los ejemplares de JALNAY tuvieron una distancia de
1.80% entre estos y la hembra de P. furcata, dos de los ejemplares de JALNAY presentaron
un porcentaje 1.91% y una secuencia mostrd un valor de 2.14% entre los ejemplares de
JALNAY vy la hembra de P. furcata, mientras que los machos de P. furcata se separaron de
los ejemplares de JALNAY con distancias que van del 2.05-2.22% (Cuadro 5). Esta
situacion se repitio entre las especies de EDOMEX y JALNAY, en donde se presentaron
valores de 1.91-2.21% entre la hembra de EDOMEX y los ejemplares hembras y machos de
JALNAY, mientras que el macho y el ejemplar juvenil de EDOMEX presentaron distancias
de 2.21-2.52% con los ejemplares de JALNAY. Esto puede deberse a que los ejemplares
del grupo JALNAY han divergido recientemente y, por lo tanto, no han acumulado los
suficientes cambios en las secuencias genéticas estudiadas en este trabajo del gen CO1, por
lo que no presentan distancias genéticas interespecificas como en otras especies de
Pelegrina (Padial et al. 2010).

El resto de las distancias entre especies se mantuvo por arriba del 2%, similares a
las distancias encontradas en otros trabajos con salticidos, en donde se mostré un
incremento significativo entre aquellas del grupo furcata y P. aff. P. morelos, con un rango
de 4.61-5.31%, mientras que las distancias entre estas especies y P. edrilana fueron
menores con rangos de 3.49-4.78% (Cuadro 5). Por ultimo, P. orestes mantuvo un rango
mayor de distancias genéticas con las especies del grupo furcata, que fue de 7.40-8.87%, y
posteriormente el grupo externo Paraphidippus aurantius fue el que mostré las distancias
interespecificas mayores, con un rango de 9.0-10.43%. De acuerdo con los resultados
obtenidos con ABGD y las distancias genéticas observadas, se recuperan dos especies
candidatas JALNAY y EDOMEX (Figura 16).

7.4.2. Brecha dura del codigo de barras de DNA “HB”

Los resultados del método Hard-Gap DNA barcoding, utilizando la matriz de
distancias p no corregidas y las distancias corregidas con K2P, fueron similares. Estos
resultados fueron conordantes con los métodos anteriores, separando a las especies P.
furcata, P. aff. P. morelos, P. edrilana, P. orestes y Paraphidippus aurantius (Figura 16).
Sin embargo, fueron discordantes al agrupar juntas a las especies putativas JALNAY y
EDOMEX, separandolas como una sola especie, con la presencia inicamente de pequefios
espacios (gaps) de distancia entre sus secuencias.

Al ordenar las distancias genéticas desde el valor 0.0, se observaron pequeios
“saltos” de 0.1% y 0.17%, hasta la primera brecha de 0.46% de distancia. Esta brecha
representd un incremento 2.7 veces mayor que la brecha mas grande identificada
anteriormente. Por lo tanto, este espacio indico un limite inferior de 0.1 % (intraespecifica)
y un limite superior de 1.54 % (interespecifica) para las secuencias de JALNAY junto con
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las de EDOMEX. Siguiendo con el andlisis, se encontrd una variacion de distancias mas o
menos continua que van de 0.01-0.26%, hasta la segunda brecha de 0.42%. Esta distancia
presentd un incremento 1.6 veces mayor que la brecha mdas grande identificada
anteriormente. Por lo que este espacio indicd un limite inferior de 1.54 % (intraespecifico)
y un limite superior de 3.49 % (interespecifico) entre P. furcata y P. aff. P. morelos.
Continuando con las distancias ordenadas se encontraron variaciones de distancias
parcialmente continuas que van de 0.01 -0.21% hasta la brecha de 0.28%. Esta brecha
representd un incremento 1.3 veces mayor a la brecha anteior. Por lo tanto, este espacio
indico un limite superior de 4.61 % (interespecifica) para las secuencia de P. aff. P.
morelos. Posteriormente, se tuvieron brechas de 1.46% indicando el rango de variacion de
P. edrilana, y de 0.27% indicando el rango de P. orestes.

7.4.3. Inferencia de arboles genéticos de CO1

Las topologias de arboles basadas en analisis de MV e IB son congruentes en todas
las ramas (Figura 15). De la misma manera, los valores de soporte de las ramas son muy
similares en ambas topologias, con valores altos para las ramas cercanas a la raiz y la
mayoria de las ramas intermedias, y con valores mas o menos bajos para algunas de las
ramas terminales (Figura 15). Ambos analisis muestran la diversidad intraespecifica
encontrada en la especie putativa JALNAY y recuperan tres linajes (P. orestes, P. edrilana
y EDOMEX) con valores de apoyo significativos (soporte bootstrap (sp) >80% vy
probabilidades posteriores (pp) cercanos a 1.0: >0.98), agrupados en dos grandes clados
(Figura 15). Los analisis de MV e IB seleccionados fueron los que presentaron los valores
mas altos de verosimilitud final, el de MV con un valor de LnL=-2346.356 y el de IB con
uno de LnL=-2382.58.

El primer clado (sp 100%, pp 1.0) incluye a muestras de P. orestes (sp 100%, pp
1.0) con ejemplares de Zapopan, Jalisco, de Compostela, Nayarit, y de Aculco, Estado de
México. El segundo clado (sp 82%, pp 1.0) esta conformado por especimenes de P.
edrilana (sp 100%, pp 1.0) de Ahualulco del Mercado, Jalisco y de Ciudad de México.
Posteriormente se presenta una unidad taxonomica nombrada P. aff. P. morelos de San
Sebastian del Oeste, Jalisco, no soportada y presentando una politomia junto con P.
edrilana y el clado del grupo furcata en el analisis de IB (Figura 15). En este mismo clado
se encuentran agrupados los ejemplares de P. furcata (sp 69%, pp 0.98) de Arizona, E.U.,
no soportados por los datos en el analisis de MV, al presentar valores menores al 80%, y no
obstante, en el andlisis de IB, si se recuperan estos ejemplares al presentarse con valores de
pp muy cercanos a 1.0. Estos resultados del andlisis de MV indican que existen diferencias
mas grandes entre las dos secuencias utilizadas de P. furcata que entre otros grupos, lo que
también se ve reflejado en la matriz de distancias genéticas (Cuadro 5).
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Posteriormente, se encuentra a la unidad taxondmica JALNAY (sp 39%, pp 0.62) de
Jala, Nayarit, San Sebastidn del Oeste y Ahualulco del Mercado, Jalisco, con soportes que
se colocan muy por debajo de los valores de apoyo significativos, mencionados
anteriormente, considerandose un clado con incertidumbre, en donde ninguno de los dos
analisis sostiene esta agrupacion. Por ultimo, se presenta la unidad taxonémica EDOMEX
(sp 100%, pp 1.0) de Coatepec Harinas, Estado de México, siendo soportada en ambos
analisis.

Los individuos de P. orestes se recuperan como grupo hermano del resto de las
agrupaciones de Pelegrina (Figura 15), lo cual es consistente al ser el grupo hermano de los
dos grandes clados que agrupan a todas las especies del género con excepcion de P.
bunites, presentando un émbolo caracteristico en machos considerado como un caracter
plesiomorfico, segin el cladograma de Maddison (1996) (Figura 15). El segundo clado que
incluye a P. edrilana y el resto de las especies es soportado por ambos analisis y coloca a P.
edrilana como grupo hermano del resto de las especies del grupo furcata, lo que tiene
sentido al ser una de las especies de Pelegrina pertenecientes al clado hermano donde se
encuentra el grupo furcata, seguin Maddison (1996) (Figura 15). Ademas de presentar
caracteristicas que no la incluyen dentro del grupo furcata, como es el caso de un borde
debajo de la apofisis no desarrollado como una segunda apodfisis en machos, y una
superficie epiginial elevada como un monticulo enseguida de los “flaps”, no fuertemente
concava hasta su borde como en las hembras del grupo furcata, entre otras caracteristicas
(Maddison, 1996).

El siguiente conjunto esta conformado por P. aff. P. morelos, en donde se coloca
como grupo hermano del resto del grupo furcata, sin tener valores de soporte significativos,
el cual se separa coincidiendo con P. morelos al ser parte del grupo furcata (Maddison,
1996), a pesar de ser de la misma localidad que algunos de los ejemplares de JALNAY y de
presentar diferencias morfologicas sutiles con estos (Figura 15). Posteriormente, el clado de
P. furcata, JALNAY y EDOMEX (sp 61%, pp 0.95) y el clado de JALNAY y EDOMEX
(sp 60%, pp 0.93) no se recuperan con valores de soporte significativos por los analisis.

En general, todos los individuos muestreados con localidades unicas o cercanas se
recuperan como parientes cercanos, con la excepcion de los ejemplares de JALNAY, en
donde se realizan pequefios subconjuntos de estos, los cuales no corresponden a las
diferentes localidades muestreadas. Finalmente, en el arbol se puede apreciar un problema
de resolucion, observando que algunas de las relaciones basales no fueron resueltas con este
marcador de COl, el cual esta detectando variaciones a un nivel especifico, sin embargo,
no resulto adecuado para algunas de estas relaciones estrechamente cercanas (Figura 15).
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7.4.4. Modelo Coalescente General Mixto de Yule “GMYC”

Los resultados obtenidos con GMYC fueron discordantes con los obtenidos
anteriormente y con el enfoque morfologico (Figura 16). El analisis realizado utilizando el
modelo de Yule recuperd agrupaciones de especies subestimando el nimero de entidades a
tres entidades y tres grupos (intervalos de confianza = 1-31 entidades; 1-10 grupos) (Figura
16). Este estudio agrupo a las especies putativas JALNAY y EDOMEX junto con P.
furcata, como una sola especie candidata. La especie P. edrilana se agrupo con P. aff. P.
morelos en una segunda especie y en un ultimo grupo, se presentaron las especies P.
orestes y Paraphidippus aurantius. Estos resultados no mejoraron significativamente el
modelo nulo (modelo GMYC = 265.4201, modelo nulo = 264.8773; proporcién de
verosimilitud no significativa = 0.5811439), el cual asume un solo evento de ramificacion
en el arbol en donde todas las secuencias representan una sola especie (Pons et al. 2006).

El andlisis utilizando el modelo Coalescente recuper6d 15 entidades en siete grupos
(intervalos de confianza = 1-31 entidades; 1-7 grupos), en donde se sobreestimé el numero
de especies, dividiendo algunas especies y no recuperando algunos ejemplares en ningin
grupo de especies (Figura 16). Este andlisis separd tres especies candidatas en el
conglomerado JALNAY, asi como, dos de los ejemplares de EDOMEX se agruparon como
una sola especie candidata dejando por fuera de la delimitacion a un tercer ejemplar de esta
especie putativa. En cuanto a P. furcata y P. aff. P. morelos estas entidades no se
delimitaron en ninguna agrupacion. Por ultimo, las especies P. edrilana, P. orestes y
Paraphidippus aurantius, agruparon cada una tinicamente a tres o dos de sus ejemplares en
una especie, dejando sin delimitar al resto de sus ejemplares como se muestra en la Figura
16. Estos resultados al igual que los anteriores, no mejoraron significativamente el modelo
nulo (modelo GMYC = 90.49266, modelo nulo = 89.33338; proporcion de verosimilitud no
significativa = 0.3137111).

Los resultados de estos analisis son discordantes con el resto de los métodos de
delimitacion utilizados en este trabajo, la unica excepcion se da en el caso de P. edrilana,
en la cual se agrupan tres de sus ejemplares en una unica especie dejando de lado a un
cuarto ejemplar, lo que también sucede en las particiones recursivas con el método ABGD
(Figura 16).

7.4.5. Implementacion bayesiana del proceso del arbol de Poisson “bPTP”
Los resultados del método bPTP fueron concordantes con los métodos de
delimitacion anteriores con excepcion de GMYC (Figura 16). De igual manera los

resultados obtenidos con los arboles de MV e IB fueron muy similares, por lo que solo
presentamos los resultados que se obtuvieron utilizando el arbol de IB. La particion
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obtenida por este método fue de ocho especies, la cual se consiguid con la solucion de
Maxima Verosimilitud y la solucion Bayesiana mas alta.

La solucion de Maxima Verosimilitud separd la especie putativa JALNAY con
soportes de 82.8%, mientras que EDOMEX se separ6 con el porcentaje de 55.4%. Los
ejemplares de P. furcata se dividieron en dos grupos con porcentajes de 98.9%, lo cual
coincide con los discutido en andlisis anteiores (ver seccion 7.4.2.2.1. ABGD). La rama
unica de P. aff. P. morelos se separd del resto con un soporte del 100%. Mientras que las
especies de P. edrilana, P. orestes y Paraphidippus aurantius se separaron con soportes de
76.8%, 61%, y 62.9%, respectivamente. En cuanto a la soluciéon Bayesiana soportada mas
alta, ésta obtuvo el mismo esquema de particion con los mismos valores de soporte. Estos
analisis obtuvieron un intervalo del numero esperado de siete a 15 especies. Por ultimo, este
método logra recuperar a las especies candidatas JALNAY y EDOMEX, la primera con
soportes altos, mientras que la segunda con valores bajos (Figura 16). Los resultados con
valores de soporte bajos, se pueden deber a que este método puede fallar debido a la
generacion de errores en el célculo, sobre todo en conjuntos de datos que comprenden una
menor cantidad de secuencias por especie.

7.5. Analisis de delimitacidn de especies - Enfoque integrativo

El enfoque de la taxonomia integradora se fundamenta en la premisa de que la
inferencia taxondémica debe basarse en la congruencia entre analisis que utilicen multiples
evidencias o propiedades secundarias de los organismos estudiados (Padial et al. 2010). Los
andlisis de delimitacion de especies explorados en este trabajo dan resultados generalmente
de acuerdo entre si, excepto en los casos de HB y GMYC, donde HB agrupa como una
especie candidata a los conglomerados JALNAY y EDOMEX, mientras que GMYC
utilizando el modelo de Yule, coloca a estos dos junto con P. furcata en una sola especie y
con el modelo Coalescente, divide en tres especies al conglomerado JALNAY y en dos a
EDOMEX (Figura 16).

En el caso de las especies candidatas JALNAY y EDOMEX, dos de los cuatro
métodos de delimitacion molecular de especies, recuperaron todos los individuos de cada
una de estas especies como pertenecientes a una especie, respectivamente. Analizando la
evidencia morfoldgia de JALNAY y EDOMEX, los diferentes morfotipos de los “flaps” y
ductos espermatecales y sobre todo la forma de la rama Rl del émbolo (Figura 12, Figura
13, Figura 11), aunado a las distancias genéticas interespecificas encontradas entre estas
dos (1.9 - 2.5%) y con P. furcata (1.8 - 2.2% y 2.6 - 3.0%) (Cuadro 5), llegamos al mismo
resultado, separando a los conjuntos JALNAY y EDOMEX en dos especies candidatas
distintas. Ademas, en cuanto a la distribucion encontrada de estos ejemplares, todos los
individuos cercanos en el arbol filogenético que estan agrupados en JALNAY pertecen a
las mismas localidades de Jalisco (San Sebastian del Oeste y Ahualulco del Mercado) y
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Nayarit (Jala), mientras que los ejemplares de EDOMEX (Estado de México) y P. furcata
(Arizona) fueron obtenidos de diferentes estados (Cuadro 1).

Con respecto a JAL-ZAPOPAN solo se pudo llevar a cabo una parte del proceso de
delimitacion al ser respaldado tnicamente por un método, el analisis morfoldgico, donde a
pesar de contar solamente con el macho, la morfologia recuperada en este ejemplar es clara
y suficiente para su separacion morfologica dentro del grupo furcata (Figura 11). Ademas,
este ejemplar fue localizado en una localidad distinta a las anteriormente mencionadas para
JALNAY en el estado de Jalisco (Cuadro 2).

Acerca del ejemplar de P. aff. P. morelos, tres de los cuatro métodos de
delimitacion molecular recuperan este como una especie separada (Figura 16). Este tnico
especimen hembra, se asocid como un individuo afin a P. morelos, sin embargo, la
morfologia encontrada con base en los “flaps” y conductos reproductivos epiginiales, asi
como a los patrones del abdomen dorsal, no es suficiente para su separacion con respecto a
JALNAY (Figura 12, Figura 13, Figura 14). Sin embargo, las distancias genéticas entre P.
aff. P. morelos y JALNAY (4.7 - 5.0%) son grandes en comparacion con las encontradas
entre otras especies como por ejemplo, JALNAY y EDOMEX, al igual que en el resto de
las especies de Pelegrina (Cuadro 5). En general los datos moleculares apoyan su estado
independiente, con excepcion de GMYC, en donde se agrupa a esta especie junto con P.
edrilana con el modelo de Yule y no es delimitada por el modelo Coalescente (Figura 16).
Por otro lado, este individuo se obtuvo en el mismo evento de colecta y localidad que
algunos de los individuos de JALNAY (San Sebastian del Oeste) (Cuadro 1), y no se
obtuvieron secuencias de machos que se puedan asociar a este ejemplar, contrario a lo que
sucedio con JALNAY.

En cuanto a P. furcata solo uno de los cuatro métodos de delimitacion molecular
respaldan que los dos ejemplares de este grupo pertenezcan a una misma especie (Figura
16). El analisis morfoldgico recupera bien a ambos individuos macho y hembra como
ejemplares de P. furcata (Figura 11, Figura 12, Figura 13 y Figura 14) (Maddison, 1996).
Sin embargo, la distancia genética intraesepecifica es grande (1.54%) en comparacion con
el resto de las especies de Pelegrina en este estudio, no obstante, no alcanza la distancia
interespecifica minima encontrada en este trabajo (Cuadro 5). Esta brecha entre los dos
individuos aqui identificados como P. furcata también se ve reflejada con el método de
ABGD y en los métodos de reconstruccion de arboles filogenéticos, en el caso de bPTP este
es un resultado relevante debido a que no se sobreestima ningiin otro grupo en el analisis
(Figura 16). Al respecto de la colecta de estos ejemplares, ambos fueron colectados en
Arizona en el condado de Santa Cruz (Cuadro 1). Por tltimo, la conespecificidad del macho
y la hembra de P. furcata realizada por Maddison (1996), en la que nos basamos para la
determinacion de estos ejemplares, fue otorgada no solamente por medio de la morfologia,
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si no también por el estudio de su comportamiento de apareamiento y su distribucion
geografica (Maddison, 1996).

Por ultimo, con respecto a Paraphidippus aurantius, P. orestes y P. edrilana, estas
especies son recuperadas por tres de cuatro métodos de delimitacion molecular de especies
(Figura 16). En el caso de estas especie se ve una fuerte subestimacion de los grupos con el
modelo de Yule con el método GMYC, mientras que con el modelo Coalescente, se
sobreestiman las especies en estos grupos, situacion que también se ve reflejada en la
particion recursiva de ABGD para P. edrilana (Figura 16).
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8. DISCUSION

Actualmente, la taxonomia moderna utiliza como lineas de evidencia tanto datos
morfologicos como moleculares analizados simultaneamente, desarrollando el término de
taxonomia integradora (DeSalle et al. 2005; Goulding y Dayrat, 2016; Lipscomb et al.
2003). Este enfoque surge para resolver la necesidad de la aceleracion en el conocimiento
de la biodiversidad a través de herramientas para la identificacion rapida de especies, sin
comprometer la precision con la que son validadas (Goulding y Dayrat, 2016; Padial et al.
2010). Recientemente, los métodos de delimitacion molecular de especies han
proporcionado una forma ordenada y justificada para separar especies utilizando la

informacion genealdgica especifica por medio principalmente, de marcadores de codigos de
barras de DNA (DeSalle et al. 2005; Hebert et al. 2003 a, b).

La taxonomia integradora se ha propuesto como marco para incorporar nuevas
teorias y métodos, incluyendo datos de diferentes disciplinas que estudian el origen, los
limites y la evolucion de las especies, con el objetivo de mejorar el descubrimiento y la
descripcion de especies (Padial et al. 2010). Actualmente, muchos de los trabajos que
describen especies de arafias, contemplan previamente la delimitacion de especies con un
enfoque integrador (Ballesteros y Hormiga, 2018; Candia-Ramirez y Francke, 2020;
Hamilton et al. 2011; Hamilton et al. 2014; Hendrixson et al. 2013; Lo et al. 2021;
Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Ortiz y Francke, 2016; Valdez-Mondragon
y colaboradores; 2019).

En el caso de las aranas del género Pelegrina, generalmente los machos presentan
una morfologia uniforme, en donde los caracteres sexuales, los pedipalpos, permiten un
diagnostico preciso, aunque no en todas las especies de este género (Maddison, 1996).
Ademas, en el caso de las hembras, estas presentan regularmente una amplia variacion
morfologica intraespecifica, lo que dificulta su identificacion y delimitacion (Maddison,
1996). Con base en esto, se utilizdo la evidencia morfoldgica y diferentes métodos
moleculares de delimitacion en un enfoque de taxonomia integradora (Carstens et al. 2013;
De Queiroz, 2007), considerando la presencia de discordancias entre los distintos métodos
moleculares, como la violacion de los supestos de uno o mas métodos, lo que los conduciria
a fallar en su delimitacion y, por lo tanto, a generar resultados erroneos (Carstens et al.
2013).

En cuanto a los caracteres morfologicos encontrados en Pelegrina, el émbolo de los
pedipalpos en machos sigue siendo un importante caracter para la identificacion de especies
en este género, debido a que presenta poca variacion intraespecifica (Figura 11), en
comparacion con los “flaps” y los conductos reproductivos en hembras (Figura 12, Figura
13), como lo menciona Maddison (1996) y como fue demostrado en este trabajo. Con base
en lo anterior, las caracteristicas de las ramas terminales del émbolo en machos ayudaron a

75



separar todas las especies de Pelegrina utilizadas en este trabajo (Figura 11). Respecto a las
marcas de sedas presentes en el caparazon de los machos, cardcter de importancia
taxonémica mencionado por Maddison (1996), en este trabajo no se lograron corroborar
como caracteres de importancia, debido a que no se recuperaron fotografias de todos los
ejemplares vivos y, de los que si se obtuvieron no se lograron apreciar diferencias
significativas entre morfoespecies. En el caso de las solapas y ductos espermatecales en
hembras, a pesar de su alta variacion intraespecifica (Figura 12, Figura 13), lograron
separar a JALNAY y EDOMEX del resto de las especies descritas de Pelegrina. En cuanto
a los patrones de sedas presentes en el abdomen dorsal de hembras, sucedié lo mismo que
para los “flaps” y conductos reproductivos, logrando separar la mayoria de las especies,
pero con diferencias poco claras entre la mayoria de los ejemplares hembras de JALNAY, y
los dos especimenes de EDOMEX, en comparacion a las encontradas entre P. furcata y
estas especies, por ejemplo, y sin encontrar diferencias morfologicas entre estas especies y
P. aff. P. morelos (Figura 14).

Los resultados de la delimitacién molecular en este trabajo fueron medianamente
congruentes entre la mayoria de los andlisis basados en el DNA mitocondrial CO1 y
coinciden en la presencia de dos especies candidatas confirmadas, en donde, los analisis de
HB y GMYC, fueron discordantes con el resto de los métodos (Figura 16).

El célculo de las distancias genéticas no corregidas fue congruente con muchos de
los trabajos que existen sobre diversidad de arafias, en donde las distancias genéticas de
CO1 han tenido un buen desempefio para separar especies (Barrett y Hebert, 2005; Luong
et al. 2016; Richardson y Gunter, 2012; Yamasaki et al. 2018; Yamasaki y Tanikawa,
2019). Esta congruencia se vio reflejada en la consistencia de las distancias intraespecificas
e interespecificas encontradas entre los individuos de diferentes grupos, sin embargo,
algunas de las distancias genéticas interespecificas obtenidas fueron menores a las
encontradas en otros de estos trabajos (Cuadro 5). Respecto a los resultados de HB y
ABGD, nosotros inferimos que estos métodos presentan un umbral de divergencia
interespecifica diferente, entendiendo que ABGD tiene un umbral de divergencia
interespecifica menor al utilizado en el analisis de HB. Debido a lo cual ABGD delimita las
especies candidatas JALNAY y EDOMEX, que presentan distancias genéticas
interespecificas menores en comparacion con el resto de las especies, asi como separa a P.
furcata en dos grupos, los cuales muestran una distancia intraespecifica mayor con respecto
al resto, mientras que con el método HB sucede exactamente lo contrario (Figura 16).

Los resultados obtenidos con ABGD coinciden con los de otros trabajos, en donde
las particiones primarias son congruentes en su mayoria con el resto de los métodos
moleculares y la morfologia, pero las subsecuentes particiones recursivas sobreestiman el
numero de especies (Hamilton et al. 2014; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 202;
Ortiz y Francke, 2016; Valdez-Mondragén, 2020; Valdez-Mondragon et al. 2019; Xu et al.
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2015). Por otro lado, los resultados de HB no coinciden con los encontrados en el trabajo de
Ortiz y Francke (2016), en donde utilizando el gen CO1 recuperan todas las morfoespecies
con una unica excepcion y también separan algunos linajes morfolégicamente cripticos,
coincidiendo sus resultados con la mayoria de los métodos, asi como con el andlisis
morfoldgico. Esta diferencia en la resolucion de COl con respecto a otros grupos,
posiblemente se debe a la reciente divergencia de JALNAY y EDOMEX o posibles
patrones diferenciales de dispersion. Por lo tanto, concluimos que el método ABGD fue
adecuado para atender los limites de las especies candidatas de Pelegrina con la region
utilizada del gen CO1, en tanto que HB no lo fue.

Por otro lado, GMYC presentd una subestimacion y sobreestimacion de las
especies, lo cual esta directamente relacionado con los supuestos de los modelos Yule y
Coalescente, asi como con los de GMYC (Pons et al. 2006). Estos resultados difieren con
los recuperados en otros trabajos en donde se obtienen los mismos resultados con ambos
modelos (Hamilton et al. 2011; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragén, 2020; Valdez-
Mondragén, 2020; Valdez-Mondragon et al. 2019). Asimismo, los resultados obtenidos en
este trabajo coinciden con otros estudios, en donde utilizando el modelo de Yule se
presenta una subestimacion de las especies y con el modelo Coalescente se da una
sobreestimacion, dividiendo los grupos de morfoespecies en mas de una especie (Ortiz y
Francke, 2016), o se da una sobreestimacion generalizada de las especies encontradas,
siendo discordantes con el resto de los métodos y con la morfologia (Candia-Ramirez y
Francke, 2020; Hamilton et al. 2014; Hendrixson et al. 2013; Lo et al. 2021; Tyagi et al.
2019; Xu et al. 2015).

Esta incongruencia podria deberse a que el rendimiento de GMYC se puede ver
afectado por la relacion entre el tamafio poblacional y los tiempos de divergencia de las
especies, en donde estos resultados pueden estar mostrando una estructura poblacional mas
que la divergencia de especies y podemos estar observando un muestro de linaje
incompleto al utilizar unicamente el gen CO1 (Luo et al. 2018). La sobreestimacion del
numero de especies también se puede sefialar como algo tipico de este método, lo cual ha
sido demostrado por estudios empiricos y analisis simulados con GMYC (Luo et al. 2018).
No obstante, se sabe que este procedimiento tiende a dar un menor rendimiento que otros
métodos cuando las distancias interespecificas son pequenas (Luo et al. 2018), situacion
que esta presente entre las especies candidatas JALNAY y EDOMEX.

Por su parte, los resultados obtenidos con el método bPTP son congruentes con el
resto de los andlisis y con la morfologia, recuperando a las especies candidatas nuevas, asi
como a todas las especies utilizadas en este trabajo, unicamente siendo incongruente con la
morfologia de P. furcata al igual que la mayoria de los analisis (Figura 16). Estos
resultados coninciden con algunos trabajos de delimitacién molecular, como el de Navarro-
Rodriguez y Valdez-Mondragoén (2020) y el de Valdez-Mondragén y colaboradores (2019),
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en donde, los resultados de la solucion de Maxima Verosimilitud y de la solucién
Bayesiana mas alta concuerdan en la separacion de especies. Asimismo, estos resultados
difieren con una mayor cantidad de trabajos que han utilizado este método, en donde se
obtiene una sobreestimacion de las especies (Candia-Ramirez y Francke, 2020; Ortiz y
Francke, 2016; Valdez-Mondragén, 2020). En consecuencia, concluimos que el método
GMYC no fue adecuado para atender los limites de las especies candidatas de Pelegrina
con la region utilizada del gen CO1, mientras que, bPTP posiblemente fue acertado para
resolver estos umbrales. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que al igual que en
muchos otros trabajos, esta separacion de grupos producida por bPTP sea producto de una
sobreestimacion por parte del método (Figura 16).

Otra situacion por la que se puede estar generando una separaciéon de especies
incongruente entre los analisis aplicados, es el hecho de que métodos como GMYC y bPTP
asumen que el arbol genético refleja con precision la diversificacion de las especies (Luo et
al. 2018). A pesar de que la historia de un solo gen puede ser suficiente para la separacion
molecular de especies, en algunos casos, se sabe que el uso de un solo marcador molecular
puede producir diferentes escenarios de delimitacion a través de diferentes métodos,
pudiendo sobreestimar o subestimar el numero de linajes dependiendo de la tasa de
sustitucion propia del gen y de los supuestos de cada método (DeSalle et al. 2005). Aunado
a esto, el gen CO1 ha presentado relaciones que difieren con los resultados de otros genes
mitocondriales y nucleares, en analisis filogenéticos de la familia Salticidae (Hedin y
Maddison, 2001). En este caso, a pesar de que este gen ha funcionado de manera adecuada
para estudios de separacion de especies utilizando distancias genéticas simples (Baba et al.
2019; Vink et al. 2011; Suguro y Yahata, 2014; Yamasaki et al. 2020), no sucede lo mismo
al utilizar andlisis de reconstruccion de arboles filogenéticos, y no se ha evaluado de
manera explicita el comportamiento de CO1 para estudios de delimitacion molecular de
especies en salticidos.

No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo con los arboles genéticos de
MV e IB, son mas o menos similares con los recuperados en estudios de relaciones
filogenéticas de salticidos, en donde utilizando el gen COl, se ha generado una senal
filogenética conflictiva, siendo en ocasiones el unico marcador que falla en recuperar la
monofilia de algin grupo (Hedin y Maddiosn, 2001). En el caso del presente trabajo, la
presencia de soportes de boostrap bajos para la mayoria de los clados en los arboles
filogenéticos, puede ser causado por el numero de sitios variables o informativos en la
region genética utilizada y/o por la presencia de homoplasia (Erixon et al. 2003). Dado que
al estar tratando con especies estrechamente relacionadas y a la naturaleza de COIl, se
puede estar enmascarando informacion mediante multiples sustituciones en un solo sitio,
como se sabe que sucede con la saturacion de la tercera posicion del codén (Simon et al.
1994).
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En términos generales consideramos que la resolucion que se tuvo con el gen COl1
fue pobre, debido a los bajos niveles de soporte en la resolucion de las relaciones
interespecificas, ademas de que se obtuvieron particiones diferentes en general, entre los
métodos de distancia y los de coalescencia (Figura 16). Con base en estos resultados y la
informacion que se tiene al respecto del comportamiento de CO1 en la familia Salticidae, se
considera conveniente obtener la muestra de méas de un locus para estudios futuros de
delimitacion molecular de especies con salticidos. En este caso, se recomienda utilizar
ademas de COI1 o en su lugar, la evidencia de otro gen mitocondrial y nuclear, los genes
mitocondriales pueden ser la subunidad I de la NADH deshidrogenasa (ND1) o el gen
ARNTr 16s, y el nuclear puede ser el codificante de la proteina relacionada con la actina 5
(ACTIN 5), algunos de los cuales se conoce han dado buenos resultados en estudios
filogenéticos de la familia (Hedin y Maddiosn, 2001).

De acuerdo con Vieites y colaboradores (2009) se proponen tres categorias de
especies candidatas, donde se consideran especies candidatas no confirmadas (CNC) a las
respaldadas unicamente por datos moleculares (distancias genéticas), linajes conespecificos
profundos (LCP) a las recuperadas unicamente por datos genéticos (linajes genaldgicos) y
especies candidatas confirmadas (CC) a las reconocidas por dos o mas fuentes
independientes de evidencia. En este trabajo se proponen dos especies candidatas
confirmadas y nuevas para la ciencia, JALNAY y EDOMEX (Figura 16), con base en la
consistencia de los resultados obtenidos de diferentes métodos de delimitacion molecular,
al ser separadas por dos de los cuatro métodos moleculares, en combinaciéon con la
morfologia, asi como con la distribucion geogréafica. Asimismo, planteamos la delimitacion
de cuatro especies candidatas no confirmadas, JAL-ZAPOPAN nueva para la ciencia, P.
aff. P. morelos, P. aff. P. furcata y P. aff. P. furcata (Figura 16). La primera debido a
presentar Unicamente evidencia morfologica, la segunda por presentar incertidumbre
morfoldgica y como Unica evidencia los métodos moleculares, mientras que la tercera y la
cuarta por presentar como Unicas evidencias la morofologia. Por ultimo, se logran delimitar
dos especies conocidas descritas P. edrilana y P. orestes (Figura 16), las cuales fueron
delimitadas morfolégicamente y molecularmente por tres de cuatro métodos, y su
distribucion fue acorde con estos resultados.

Finalmente, los resultados obtenidos aqui confirman las ventajas de utilizar un
enfoque integrador, aplicando la evidencia de los codigos de barras de DNA con diferentes
métodos y la morfologia tradicional. Este enfoque fue favorable para nuestros datos,
logrando la identificacion y delimitacion de especies de Pelegrina donde, fue de gran ayuda
para dilucidar los limites de las especies, sobre todo en aquellas que presentaban una gran
variacion intraespecifica. Con esto, nosotros podemos concluir la existencia de dos especies
nuevas JALNAY y EDOMEX debido a que: 1) se pueden distinguir morfolégicamente por
sus caracteres sexuales, donde por lo menos los machos pueden diferenciarse del resto de
las especies de Pelegrina; 2) los resultados obtenidos con multiples métodos utilizando
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datos moleculares del gen CO1 fueron congruentes en su mayoria; y 3) la distribucion
geografica de los ejemplares utilizados fue consistente con la separacion de estas especies.
Ademéds, se sugiere la existencia de una especie nueva candidata no confirmada, JAL-
ZAPOPAN, debido a que sus caracteristicas morfoldgicas la separan del resto de las
especies conocidas de Pelegrina.

En cuanto a los objetivos de ésta tesis, el primero involucro realizar la delimitacion
de especies del grupo furcata con un enfoque de taxonomia integradora; éste fue llevado a
cabo utilizando los caracteres morfolégicos obtenidos y los datos moleculares del gen CO1,
con diferentes métodos de delimitacion molecular. El segundo objetivo implicé la
descripcion de las especies nuevas delimitadas; de éste objetivo se realizd la revision
taxondmica del grupo, la toma de fotografias en vivo, en alcohol y de las genitalias de los
ejemplares, asi como se realizaron algunas medidas prelimiares de estas especies. Sin
embargo, se espera concluir la descripcion taxondomica de las especies nuevas para un
trabajo de publicacion.
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9. CONCLUSIONES

1. La variacion morfoldgica en los “flaps” y conductos reproductivos de las hembras
de las especies de Pelegrina del grupo furcata dificulta su identificacion y delimitacion, por
lo que la evidencia molecular junto con la morfolégica dentro de un contexto de taxonomia
integradora son evidencia necesaria y suficiente para la delimitacion de especies.

2. La forma e inclinacién de las ramas terminales de los pedipalpos en machos
presentan caracteres taxondmicamente robustos para la identificacion de especies de
Pelegrina, pues presentan poca variacion intraespecifica, lo que permite una diagnosis e
identificacion a nivel especifico.

3. CO1 permitié en un menor grado la delimitacion de especies de los ejemplares
estudiados de Pelegrina en un enfoque integrador, ya que, no resolvié de manera favorable
las relaciones interespecificas de las especies y s6lo fue consistente en la mitad de los
métodos de delimitaciéon molecular, por lo que seria recomendable utilizar otros genes
mitocondriales como ND1 o 16s, y nucleares como ACTIN 5.

4. La taxonomia tradicional basada en evidencia morfoldgica, no es suficiente para
la delimitacion y diagnésis de algunas de las especies de Pelegrina, por lo que es necesario
utilizar varias pruebas al momento de analizar especies de este grupo de arafias.

5. Con esta revision taxonoémica y delimitacion integradora de Pelegrina, se infiere
que la diversidad de aranas de este género en México esta subestimada, por lo que el
trabajo con morfologia asi como el uso de diferentes lineas de evidencia, permitira
proponer hipdtesis de especies robustas y conocer la diversidad de este grupo de arafias en
el pais.
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10. PERSPECTIVAS

Se debe realizar trabajo de campo adicional para recolectar el resto de las especies del
grupo furcata de México (Pelegrina bicuspidata, P. ochracea), asi como recuperar
ejemplares de P. furcata del resto de su distribucion, ya que esto no fue posible.

Es necesario hacer la revision taxonomica de las especies de Pelegrina, no solo del
grupo furcata, en todo México, ya que desde hace 25 afios no se revisa el género y, hasta la
fecha, no se conoce ningun trabajo de este tipo enfocado a este género, ademas se presumen
especies nuevas potenciales para el pais.

Es muy importante recolectar los ejemplares del género Pelegrina en toda la
distribucion que abarcan, para estudiar la variacion morfoldgica y molecular de las especies
que presentan una gran distribucion geografica, como es el caso de P. furcata. Se
recomienda ampliar los muestreos hacia las Sierras y Eje neovolcanico de México donde se
presentan zonas de Bosque templado y donde faltan estados por muestrear.

Se sugiere el uso de los genes NDI y 16s, ya que la evidencia de trabajos de
inferencia filogenética utilizando estos genes, establecen una mejor resolucion de las
relaciones a varios niveles en Salticidae, por lo que se espera planteen lo mismo para la
delimitacion de las arafas del género Pelegrina.

Es muy probable que existan especies nuevas de Pelegrina por descubrir en el pais

y es sumamente importante el entendimiento de su taxonomia para mejorar el conocimiento
de la biodiversidad de arafias en México.
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