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Resumen

La sardinita mexicana, Astyanax mexicanus, es un organismo modelo en
biologia evolutiva, debido a que dentro de la especie encontramos dos morfotipos
asociados al ambiente donde viven: la forma de superficie y la forma troglobia. El
morfotipo troglobio ha sido reportado en al menos 32 cuevas distintas entre los
estados de San Luis Potosi y Tamaulipas. Estudios genéticos recientes sugieren que
podrian haberse originado en al menos dos episodios distintos, correspondientes con
dos linajes genéticos, denominados como el “linaje viejo” y “linaje nuevo”.

A fin de entender los patrones de evolucidon morfoldgica en la especie, en este
estudio se caracterizaron aquellos rasgos que han surgido de forma independiente
entre linajes cercanamente relacionados, cuando son expuestos a presiones
selectivas similares (e.g. cuevas), mediante diversos analisis morfométricos. Ademas,
se evalud la ecologia tréfica por medio del estudio de is6topos estables y su relaciéon
con la ecomorfologia, junto con la construccion de un indice de entrada de nutrientes
para conocer el impacto de las caracteristicas fisicas de la cueva en la dinamica
ecoldgica. Y finalmente, se evaluaron los mecanismos relacionados con las fuentes
de variacion fenotipica (i.e. modularidad como promotor de la diversidad, y la senal
filogenética como evidencia de limitacion por la contingencia histérica).

Los resultados de esta tesis encontraron patrones de evolucion morfologica en
paralelo en la ecomorfologia, la premaxila, el cuerpo y la cabeza en los dos linajes de
los Astyanax mexicanus troglobios, generado una forma troglobia que los distingue
de su homologo de superficie, siendo la forma de la cabeza donde encontramos la
mayor diferenciacion morfolégica, seguido de la premaxila y por ultimo, la forma del
cuerpo. Se encontraron diferencias en las sefales isotdpicas de 815N y 613C en los
niveles de enriquecimiento entre poblaciones y regiones geograficas, los valores
obtenidos sugieren que el nivel trofico y la base de carbono es similar en todas las
cuevas. No hubo una correlacion entre la sefal isotopica y la ecomorfologia, ademas,
observamos una tendencia que indica que las caracteristicas fisicas de las cuevas
podrian afectar la dinamica ecoldgica de cada una de ellas. Finalmente, encontramos
evidencia de evolucién modular para la forma del cuerpo y la forma de la cabeza,
observando patrones diferentes entre los morfotipos. Para el morfotipo troglobio, las

mejores hipotesis dividen al cuerpo en dos (cabeza y cuerpo) y tres médulos (cabeza,



parte media del cuerpo y cauda), siendo en ambos casos modulos que pueden tener
una asociacién en la obtencién de recursos, asi como locomocion y uso de habitat.
En el morfotipo de superficie, contrastd principalmente en la integracion presente en
la zona caudal y la regién media del cuerpo, exhibiendo mas una adaptacion a las
funciones locomotoras. Estas diferencias observadas entre morfotipos podrian ser
evidencia de las diferentes presiones selectivas ejercidas en cada ambiente,
alterando la evolucion modular entre morfotipos. En el caso de la senal filogenética,
se observé que no hay un efecto filogenético en la forma del cuerpo, lo que podria
deberse a una evolucion homoplasica de la forma en respuesta de las presiones
selectivas contrastantes del ambiente. En la premaxila si encontramos sefial
filogenética, por lo que esta estructura si tiene conservadurismo relacionado con su

historia evolutiva y probablemente con su funcién ecoldgica.



Abstract

The Mexican sardine, Astyanax mexicanus, is a model organism in
evolutionary biology, due to the fact that within the species we find two morphotypes
associated with the environment where they live: the surface form and the troglobian
form. The troglobian morphotype has been reported in at least 32 different caves
between the states of San Luis Potosi and Tamaulipas. Recent genetic studies
suggest that they could have originated in at least two different episodes,
corresponding to two genetic lineages, named the “old lineage” and the “new lineage”.

In order to understand the patterns of morphological evolution in the species, in
this study were characterized those traits that have arisen independently between
closely related lineages, when exposed to similar selective pressures (e.g. caves),
through morphometric analyzes. In addition, the trophic ecology was evaluated
through the study of stable isotopes and their relationship with ecomorphology,
together with the construction of a nutrient input index to know the impact of the
physical characteristics of the cave on the ecological dynamics. Finally, the
mechanisms related to the sources of phenotypic variation (i.e. modularity as a
promoter of diversity, and the phylogenetic signal as evidence of limitation due to
historical contingency) were evaluated.

The results of this thesis found patterns of parallel morphological evolution in
the ecomorphology, the premakxilla, the body and the head in the two lineages of the
Astyanax mexicanus cavefish, generating a troglobian form that distinguishes them
from their surface counterpart, being the shape of the head where we find the greatest
morphological differentiation, followed by the premaxilla and finally, the shape of the
body. Differences were found in isotopic signals 815N and §13C enrichment levels
between populations and geographic regions, but the values obtained suggest the
trophic level and the base carbon is similar in all the caves. There was no correlation
between the isotopic signal and the ecomorphology, in addition, we observed a trend
that indicates that the physical characteristics of the caves could affect the ecological
dynamics of each cave. Finally, we found evidence of modular evolution for body
shape and head shape, observing different patterns between morphotypes. For the
troglobian morphotype, the best hypotheses divide the body into two (head and body)
and three modules (head, middle part of the body and caudal), being in both cases

modules that may have an association in obtaining resources, as well as locomotion



and habitat use. In the surface morphotype, it mainly contrasted in the integration
present in the caudal zone and the middle region of the body, exhibiting more an
adaptation to locomotor functions. These differences observed between morphotypes
could be evidence of the different pressures exerted in each environment, altering the
modular evolution between morphotypes. In the case of the phylogenetic signal, it was
observed that there is no phylogenetic effect on the body shape, which could be due
to a homoplasy evolution of the shape in response to the selective pressures of the
environment. In the premaxilla we find a phylogenetic signal, so this structure does
have conservatism related to its evolutionary history and probably its ecological

function.



Introduccion general

El complejo Astyanax mexicanus

El género Astyanax es conformado por peces pertenecientes a la clase
Actinopterygii, Orden Characiformes y familia Characidae, presenta una gran
diversidad con al menos 200 especies reconocidas (Eschmeyer, revisado en 2021).
Posee la distribucion mas amplia en esta familia para el continente americano, y sus
especies se localizan en diferentes cuerpos de agua desde la Patagonia en Argentina
hasta el sur de Estados Unidos (Ornelas-Garcia et al., 2008; Eschmeyer, revisado en
2021). Se caracteriza por tener alta plasticidad fenotipica y una gran capacidad de
adaptacion a diversos habitats, lo que puede promover su alta riqueza especifica
(Ornelas-Garcia et al. 2008; Jeffery, 2009). En México, se puede encontrar al género
Astyanax en una gran diversidad de cuerpos de agua de todo el pais, siendo de
particular interés la sardinita mexicana, Astyanax mexicanus, la cual presenta dos
formas: una de superficie y una de cueva que son interfértiles entre si (Jordan, 1946).
La forma de superficie esta ampliamente distribuida en la regidén norte del pais, desde
las cuencas de los rios Tecolutla y Paso de Ovejas en la vertiente Atlantica, y la
cuenca del Nazas-Aguanaval en la vertiente Pacifica (Ornelas-Garcia y Pedraza,
2016). Mientras que la forma de cueva ha sido reportada en la region noroeste de
México, en al menos 32 cuevas que se ubican en la Sierra de El Abra y la sierra de
la Colmena en San Luis Potosi; y en la Sierra de Guatemala en Tamaulipas (Mitchell
et al., 1977; Elliot, 2018; Espinasa et al., 2020), y una poblacion al sur de la faja
volcanica transmexicana en la cuenca del rio Balsas, en la localidad de Granada
(Elliott, 2018).

A las poblaciones que habitan dentro de estas cuevas se les conoce como
cavernicolas o troglobias, y presentan una gran cantidad de adaptaciones a las
condiciones extremas que enfrentan (Jeffery, 2009). Estas adaptaciones pueden ser
regresivas: reduccion o ausencia del ojo, albinismo; o constructivas: desarrollo de
células sensoriales, un sistema gustativo mas sensible (Wilkens, 1988; Jeffery, 2009;
Tabin, 2016). Aunado a dichas caracteristicas morfolégicas se han propuesto una

serie de adaptaciones conductuales, las cuales se conocen como “sindrome de



cueva’, entre los que se destacan modificaciones en los ciclos del suefio, falta de

agresividad, entre otros (Dubuoé et al., 2012; Elipot et al., 2014).

Fig. 1 Los dos morfotipos de Astyanax mexicanus. A) La forma de Superficie. B) La forma Troglobia

Historia evolutiva del grupo

La primera forma troglobia fue descubierta en la Cueva Chica en la regién de la
Sierra de El Abra en 1936 (Mitchell et al., 1977) y debido a las marcadas diferencias
con el grupo de superficie (principalmente la falta del ojo y de pigmentacién) se le
denomin6 como un género y especie distinta “Anoptichthys jordani” (Hubbs e Inés,
1937). Posteriormente, otras poblaciones de cuevas también fueron descritas como
diferentes especies: A.antrobius (Alvarez, 1946) para la cueva El Pachén y A. hubbsi
(Alvarez, 1947) para la Cueva de Los Sabinos, hasta que se demostro la
interfertilidad con las poblaciones de superficie (Jordan, 1946), lo que tuvo como
resultado el cambio al género Astyanax. La comunidad cientifica ha reportado la
existencia de multiples linajes genéticos para las poblaciones que habitan en las
cuevas (Wilkens, 1988; Ornelas-Garcia et al., 2008; Strecker et al,. 2004; Coghill et
al., 2014; Herman et al., 2018). Con el objetivo de esclarecer la historia evolutiva de
estas poblaciones, se han utilizado diversos marcadores moleculares (mitocondriales
-COlI, ND2 Cytb-, los microsatélites y SNP’s del genoma completo), obteniendo como
resultado diferentes reconstrucciones historicas y evidenciando el efecto tanto de los
marcadores utilizados, como del muestreo (Bradic et al., 2012; Bradic et al., 2013;
Wilkens et al., 2003; Hausdorf, 2011).

Wilkens (1988) fue el primer autor en referirse a las poblaciones troglobias como dos
linajes: el linaje filogenéticamente “viejo”, que hace referencia a las poblaciones mas

antiguas, y el filogenéticamente “joven”, para las poblaciones mas recientes, con



base en marcadores moleculares y el grados de regresion evolutiva que observaron
hasta el momento en las distintas poblaciones. De este modo, el “linaje viejo” eran
peces con altos niveles de regresion evolutiva y lo componian las poblaciones de:
Pachén, Sabinos, Tinaja, Yerbaniz, Piedras, mientras que el “linaje joven” estaba mas
relacionado con la forma de superficie, aunque en ese entonces soélo contaba con
una poblacién de Micos, en la Sierra de la Colmena. Varios autores sostienen la idea
de que existian al menos dos grupos genéticos en las poblaciones troglobias, como
es el caso de Dowling et al. (2002) que reportaron la separacion de las poblaciones
troglobias en dos linajes, denominados como el linaje A (Chica, Subterraneo y
Pachon que se agrupaban con las poblaciones de superficie) y el linaje B (Curva,
Tinaja y Sabinos). Strecker et al. (2003, 2004), también reportaron la separacion de
las poblaciones troglobias en dos grupos genéticos, siendo concordante con una
clasificacion artificial que asignaron con base en el grado de regresién evolutiva
denominada SEP (ausencia fuerte del ojo y pigmentacién) y VEP (ausencia variable
del ojo y pigmentacion) utilizando la misma clasificacion que Wilkens de un linaje
viejo y uno joven. Ornelas-Garcia et al. (2008), encontraron que las poblaciones
troglobias se repartian en dos linajes genéticos, ademas, cada linaje contaba con
poblaciones de superficie, y los denominaron como “linaje viejo” (Grupo Sabinos
Mezquital: Piedra, Tinaja, Sabinos + Rascén) vy “linaje nuevo” (Grupo
Panuco-Tuxpan: Chica, Yerbaniz, Pachon, Molino, Micos + Superficie). Por otro lado,
Coghil et al. (2014) reportaron la existencia de 4 linajes, formados por diferentes
poblaciones troglobias, de las cuales, sélo la poblacion de Sabinos era un grupo
aislado del resto de las demas poblaciones. Fumey et al. (2018) negaron la existencia
de dos linajes, argumentando que los marcadores no daban evidencia suficiente de
que fueran grupos genéticos distintos. Sin embargo, Herman et al. (2018), utilizando
datos gendmicos, recuperaron la existencia de dos grupos genéticos, soportando la
existencia del linaje Viejo (formado por Pachén, Chica y la poblacion de superficie

Rascén) y linaje Nuevo (formado por Molino y la poblacion de superficie Coy).

Aunque existe una gran controversia acerca del tiempo y modo de colonizacion de las
poblaciones troglobias por parte de su ancestro de superficie, la comunidad cientifica
esta de acuerdo en que la adaptaciéon a los ambientes de cueva ha ocurrido en

multiples eventos independientes, siendo una de las hipdtesis mas aceptadas que la

evolucion a las cuevas han sucedido en al menos dos eventos distintos a partir de



dos diferentes linajes, de este modo, las poblaciones del “linaje viejo” fueron las
primeras en colonizar las cuevas y se asocia con el periodo de colonizacion mas
antiguo a las cuevas de la Sierra de El Abra, en San Luis Potosi (Wilkens, 1988;
Strecker et al., 2004.; Ornelas Garcia et al., 2008; Bradic et al., 2012; Herman et al.,
2018). Por otro lado, el “linaje nuevo” se refiere a los eventos de colonizaciéon mas
recientes, asociado a los eventos invasivos en la Sierra de Guatemala y la Colmena
(Ornelas Garcia et al., 2008; Bradic et al., 2012; Herman et al., 2018). Con base en lo
anterior, se reconoce la existencia de dos linajes genéticos en las poblaciones de
Astyanax al noroeste de México. Ambos linajes estan conformados por la forma de
Superficie y la Troglobia, ademas que tienen eventos de colonizacién independientes,

y por lo tanto, origenes distintos (Fig. 2).
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Fig. 2 Resumen de diferentes historias evolutivas reportadas por la comunidad cientifica

Astyanax como organismo modelo para la evolucion en paralelo

Se puede considerar a los Astyanax troglobios como un excelente organismo
modelo para el estudio de la evolucion morfolégica en paralelo, que es definida como
la evolucién independiente del mismo rasgo en linajes estrechamente relacionados

(Futuyma, 1986), debido una serie de propiedades: 1) las diversas poblaciones



existentes en varias cuevas, las cuales presentan adaptaciones a estos ambientes
extremos. 2) El reconocimiento de dos linajes genéticos, lo que implica que las
poblaciones troglobias han evolucionado de forma independiente, desarrollando de
manera aislada las caracteristicas morfolégicas que han garantizado su
supervivencia. 3) Cada linaje presenta la forma troglobia y de superficie, lo cual
brinda una comparacion directa entre la forma troglobia y la forma grupo hermano de
superficie que habitan en ambientes contrastantes (Tabin, 2016). En cuanto a los
estudios de caracterizacion morfoldgica dentro de este grupo, podemos ver que los
primeros trabajos se enfocaron en la descripcion morfolégica de los organismos,
resaltando las diferencias apreciables en los peces al compararlos con los peces de
superficie, como el albinismo, la falta de la estructura ocular, la forma del craneo
(Véase: Hubs & Ines, 1936; Alvarez, 1946; 1947; Mitchell et al., 1977). Ademas se
reportd una tendencia de disminucion de ciertos rasgos meristicos para los peces
troglobios, como el numero de vértebras y el numero de escamas (tanto en en la linea
lateral como en el numero de filas verticales), ademas, las escamas tienen un tamafio
menor y ya no esta tan profundamente incrustada en la piel como en la forma de
superficie (Wilkens, 1988).

Sin duda, muchas de las modificaciones mas conspicuas estan relacionadas con la
pérdida de la vision, la cual ha sido estudiada con un enfoque de biologia del
desarrollo, logrando caracterizar sus bases genéticas e identificando una gran
cantidad de genes que se ven involucrados en el desarrollo y pérdida del ojo (eg.
Sonic the Hedgehog -SHH- afecta directamente el tamarfo de la copa ocular),
proporcionando un excelente modelo de la evolucidén de rasgos complejos
constructivos y regresivos (Wilkens & Strecker, 2017; Yamamoto & Jeffery, 2000).
Aunado a lo anterior, y junto con otras condiciones selectivas de las cuevas, se ha
sugerido que las estructuras 6seas que rodean a la cuenca ocular, es decir los
huesos supraorbitales y suborbitales, presentan diferencias en el tamafio y la forma
entre la forma de cuevas vs. superficie (Yamamoto et al., 2003; Dufton et al., 2012).
Ademas, se ha sugerido una serie de fragmentaciones (Alvarez, 1946; 1947;Mitchell
etal., 1977; Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2018) y fusiones
de los huesos suborbitales (Mitchell et al., 1977; Yamamoto et al., 2003; Gross et al.,

2014; Powers et al., 2018), llegando a ocupar una posicion diferente en el craneo de



los peces troglobios, o incluso carecer de un hueso suborbital (Yamamoto et al., 2003;
Powers et al., 2018; 2020).

También se han reportado modificaciones en la cabeza que no estan relacionadas
con la pérdida de la vision, como: el incremento en el numero de células sensoriales,
denominadas neuromastos (Protas et al., 2008; Powers et al., 2018; Yoffe et al.,
2020), un incremento en el tamafio de las fosas nasales (Yamamoto et al., 2003), el
incremento de la cavidad bucal (Yamamoto et al., 2003; Trapani et al., 2005), y la
presencia de una asimetria bilateral en el craneo en las poblaciones troglobias (Gross
et al., 2014; 2016; Powers et al., 2018; 2020). Y por supuesto, algunos rasgos
morfolégicos asociados a habitos tréficos, como: un mayor numero de dientes en la
maxila y la mandibula inferior de los peces troglobios (Yamamoto et al., 2003; Trapani
et al., 2005; Protas et al., 2008), asi como un mayor tamafio de la mandibula inferior
(Trapani et al., 2005; Dufton et al., 2012). Estas modificaciones morfolégicas antes
mencionadas pueden variar entre poblaciones troglobias (Yamamoto et al., 2003;
Powers et al., 2020), llegando a la conclusion que han respondido a diferentes
presiones selectivas ambientales, afectando las adaptaciones funcionales de los
organismos troglobios, e.g. la poca concentracion de oxigeno en las cuevas
(Yamamoto et al., 2003; Gross & Powers,, 2016; Powers et al., 2020; Boggs & Gross,
2021).

En esta tesis se presenta una oportunidad unica ya que nos permite explorar a
grandes rasgos la variacion morfologica asociada a ambientes extremos por parte de
los dos linajes presentes en las poblaciones troglobias de Astyanax al noroeste de
México, siendo el trabajo que mas poblaciones troglobias ha analizado (ver tabla 1).
Con el fin de encontrar patrones de evolucion morfolégica en paralelo asociada a
aspectos ecoldgicos (e.g. locomocién y explotacion de recursos), y su correlacion con
las sefiales de isétopos estables entre diferentes poblaciones de cuevas, asi como
explorar los mecanismos que pueden dar origen a dichos patrones de variacion
morfoldgica, tales como la modularidad y la inercia filogenética, tanto en la forma de

las estructuras tréficas (premaxila), la forma del cuerpo y la forma de la cabeza.
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Objetivo

Evaluar la existencia de evolucion morfolégica en paralelo entre los linajes troglobios

de Astyanax mexicanus, mediante la caracterizacion de la ecomorfologia y del

morfoespacio en las formas de la premaxila, del cuerpo y la cabeza. Ademas, de

determinar la ecologia tréfica y su relacion con la ecomorfologia entre poblaciones

troglobias utilizando isétopos estables. Finalmente, estimar los mecanismos

relacionados con las fuentes de variacion fenotipica (i.e. modularidad y sefal

filogenética) en ambientes contrastantes (habitats de cueva vs. de superficie).

Objetivos especificos

1)

2)

3)

Evaluar patrones de variacion morfolégica en paralelo en los diferentes linajes de
Astyanax mexicanus en ambientes de cuevas, a través de la evaluacién meristica
y morfometria de la diversidad ecomorfologica (e.g. uso de habitat y adquisicidn
de recursos) de la forma de la premaxila, el cuerpo y la cabeza.

Evaluar la ecologia trofica en siete poblaciones de cuevas mediante el estudio de
las sefiales isotépicas 815N y 813C de A. mexicanus, y su asociacion con la
ecomorfologia de dichas poblaciones. Asi como evaluar si las caracteristicas
fisicas de las cuevas tienen un efecto en el enriquecimiento de las sefales
isotopicas.

Evaluar los mecanismos relacionados con las fuentes de variacion fenotipica: 1)
evaluar la presencia de modularidad como un mecanismo que promueve esta
variacion para la forma del cuerpo y la cabeza; y 2) estimar la senal filogenética
en los patrones de diversidad morfologica de la forma de la premaxila y del
cuerpo en los dos linajes de A. mexicanus bajo condiciones ambientales

contrastantes.
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Area de estudio

La Sierra de El Abra y la Sierra de la Colmena se ubican en San Luis Potosi, al
norte de estas sierras se encuentra la Sierra de Guatemala en Tamaulipas, México.
Estos sistemas geograficos son Karsticos (una forma de relieve originada por
meteorizacién quimica de determinadas rocas, como la caliza), por lo tanto son
altamente cavernosos (Mitchell et al., 1977). Estas regiones se encuentran en dos
grandes reservas de la biésfera: la Reserva de la de Sierra de El Abra-Tanchipa y la
Reserva de El Cielo, respectivamente (Elliot, 2018), las cuales son muy importantes
para la preservacion de la vida silvestre, asi como la conservacién de las

caracteristicas Karsticas de la region (Mitchell et al., 1977).

La Sierra de El Abra se encuentra aproximadamente a 150 kildmetros de la costa del
Golfo de México y se extiende por unos 125 kilbmetros en una direccion
generalmente de norte a sur. Esta en el limite de dos provincias fisiograficas, la
Llanura Costera del Golfo al Este y la Sierra Madre Oriental al Oeste (Mitchell et al.,
1977). La Sierra de Guatemala se encuentra en el estado de Tamaulipas, abarcando
las regiones de Chamal, Ocampo y Gémez-Farias (Elliot, 2018). El anticlinal mas
amplio que forma la Sierra de Guatemala se eleva en el extremo norte del Valle de
Antiguo Morelos y es fisicamente continuo tanto con la Sierra de EI Abra como con la
Sierra de Nicolas Pérez. Alcanza alturas de unos 2,200 metros al norte de Chamal.
Las expediciones en las cuevas dentro de esta cordillera han sido pocas, debido a la
gran dificultad para moverse en la cordillera. Mitchell et al. (1977) denominé a la
caliza de la Sierra de Guatemala (las rocas que componen la mayor parte de la Sierra
de Guatemala) como "Caliza El Abra", porque son idénticas en origen a las que se
encuentran en la Sierra de El Abra. Y, la Sierra de la Colmena se encuentra en San
Luis Potosi, en la regién de Micos. Es un afloramiento de piedra caliza que delimita

un area estrecha y se extiende hacia el sur (Mitchell et al., 1977).
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Fig. 3 Mapa de las poblaciones troglobias de Astyanax. Los nombres escritos en color negro representan al
las poblaciones de cuevas. Nombres en azul, son las poblaciones de superficie. En la Sierra de El Abra, La Sierra
de Guatemala y La Sierra de la Colmena, en los estados de San Luis Potosi y Tamaulipas. Modificado de Gross
(2012).

El presente trabajo incluye organismos de 31 localidades pertenecientes a los tres
sistemas geograficos (tabla 1). Estos fueron obtenidos en diferentes salidas al campo,
en un periodo de tiempo que comprende del afio 2015 al afio 2020. Todas las
muestras fueron colectadas bajo las indicaciones del permiso de colecta
SGPA/DGVS/02438/16, otorgado por SEMARNAT. Los especimenes fueron

pescados usando redes de mano, se mantuvieron vivos y fueron transportados con
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agua de su medio a un lugar con condiciones semi-estériles, donde fueron
sacrificados segun las condiciones del permiso de colecta. Eventualmente fueron

transportados al Instituto de Biologia para el procesamiento de los diferentes

analisis.

Tabla 1. Lista de las localidades utilizadas para este trabajo. Adicionalmente, se agreg6 el tamafo de

muestra que se utilizé de cada localidad para los diferentes analisis.

Poblacion  Region Habitat Linaje Morfotipo EM (n) MGP (n) MGC (n) MCab (n) ET (n) SF (n)
Arroyo El Abra Cueva Viejo Hibrido 10 11 6 0 0
Chica El Abra Cueva Viejo Hibrido 8 8 7 15 0
Chiquitita El Abra Cueva Viejo Hibrido 1 2 0 0 0
Toro El Abra Cueva Viejo Troglobio 0 0 0 3 0
Sabinos El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 13 6 1 0
Jos El Abra Cueva Viejo Troglobio 8 10 9 0 0
Montecillos  El Abra Cueva Viejo Troglobio 9 14 10 0 3
Tigre El Abra Cueva Viejo Troglobio 5 5 7 0 0
Palma Seca El Abra Cueva Viejo Hibrido 3 5 0 0 13
Tinaja El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 10 16 7 0
Japonés El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 9 5 2 0
Yerbaniz El Abra Cueva Viejo Hibrido 2 3 9 5 5
Pachon El Abra Cueva Viejo Troglobio 13 12 14 3 0
Rascon El Abra Rio Viejo  Superficie 11 11 10 8 0
Otates El Abra Rio Viejo Superficie 10 10 0 0 0
Peroles El Abra Rio Viejo  Superficie 9 9 0 4 0
Tamasopo  El Abra Rio Viejo  Superficie 1 1 0 0 0
Tampaon El Abra Rio Viejo Superficie 6 6 0 0 0
ruentede  Elabra  Rio  Nuevo Superficie 7 9 0 0 0
Rancho viejo El Abra Rio Nuevo Superficie 9 9 0 14 0
Rio Florido  El Abra Rio Nuevo Superficie 6 6 0 0 0
Escondido =~ Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 9 11 5 0 8
Jineo Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 2 2 5 2 0
Molino Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 11 12 7 7 8
Caballo Moro Guatemala Cueva Nuevo Hibrido 11 15 12 5 5
Vasquez Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 10 10 10 0 5
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Tabla 1. (Continuacion Lista de todas las localidades utilizadas para este trabajo. Adicionalmente, se agrego

el tamafio de muestra que se utilizé de cada localidad para los diferentes analisis.

Nac. Mante Guatemala Rio Nuevo
Rio Sabinas Guatemala Rio Nuevo
Subterraneo La ColmenaCueva Nuevo
Santa Anita La Colmena Rio Nuevo

Jalpan Querétaro Rio Nuevo

Superficie 4

Superficie 13
Hibrido 14
Superficie 13

Superficie 5

5
12
13
12
5

0
0
10
0

11

1

0

0

n = Tamafho de la muestra, EM = Ecomorfologia, MGP = Morfometria geométrica de la premaxila,

MGC = Morfometria geométrica del cuerpo, MCab = Morfometria geométrica de la cabeza, ET =

Ecologia tréfica y SF = Sefal filogenética.
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CAPITULO I: Variacion fenotipica

Introduccion

Las caracteristicas fenotipicas varian ampliamente entre los diversos
organismos que interactuan en su medio, mostrando la gran diversidad presente en
todos los seres vivos (Nufiez, 2003). Algunas de estas se ven afectadas por factores
genéticos y ambientales, estos rasgos pueden ser discretos (e.g el color, conteo de
estructuras) o continuos. A la variacion observable en estas caracteristicas
cuantitativas (como el tamano), se le conoce como variacion morfolégica, que es
simplemente la varianza en las medidas de dicho rasgo en los individuos de una
poblacién (Futuyma & Kirkpatrick, 2017). La morfologia es una disciplina que estudia
esta variacion y se encarga de describir la apariencia externa (estructura, forma,
tamano, etc.) asi como aspectos de las estructuras internas (i.e. érganos y
estructuras 6seas). Algunas de las aproximaciones para estudiar la variacion
morfolégica son: 1) la morfologia descriptiva, que se orienta a describir y comparar
las diferentes formas organicas bajo el contexto de la anatomia comparada, la
disciplina que se centra en el analisis de las similitudes y las diferencias anatomicas
de los seres vivos y que, se relaciona con la biologia evolutiva (L6éw et al., 2016); 2) la
morfologia funcional, que se enfoca en describir y comparar la funcién de una forma
organica o rasgo caracteristico (Wake, 1972); 3) la morfologia ecolégica o
ecomorfologia, que estudia las interacciones entre la morfologia y el ambiente
(Wainwright, 1987; Wootton, 1992); y 4) la morfologia evolutiva que busca estudiar la
historia de la forma organica (adaptaciones, modificaciones, funcion; Riedl, 1978). En
este ultimo enfoque se estudia la disparidad morfolégica de una especie o grupo, es
decir, toda la variacion morfolégica observada en una especie o un conjunto de

especies (taxa) que se vincula con los procesos evolutivos (Zelditch, 2004).

Por lo que el estudio del cambio morfoldgico es crucial para el entendimiento de como
se produce la diversidad biologica en la naturaleza, sin embargo, investigaciones con
enfoques evolutivos lidian con las consecuencias de la variacion en las poblaciones,
mientras que con menos frecuencia se ocupan de sus origenes (Wagner & Altenberg,
1996). Un buen ejemplo para explorar la evoluciéon morfolégica son aquellos que

proveen los organismos troglobios que se han adaptado a la vida cavernicola,
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presentando adaptaciones muy especificas a sus condiciones ambientales (Culver,
2009; Jeffery, 2009). Las cuevas son consideradas como “ambientes extremos”
debido a la oscuridad total y la ausencia de produccién fotoautotréfica (Culver, 2009;
Simon et al., 2017). Asociados a estos ambientes los organismos troglobios proveen
los mejores ejemplos conocidos de convergencia y regresion evolutiva, a pesar de la
diversidad taxonémica (Culver, 2009; Jeffery, 2009; Bradic et al., 2012). Algunas de
las caracteristicas convergentes entre estos organismos troglobios son: reduccion o
pérdida de la vision y pigmentacion, la especializacidon e incremento de érganos
sensoriales, alteraciones en ciclo circadiano, metabolismo, asi como modificaciones
importantes morfolégicas del craneo y cuerpo (Jeffery, 2009; Christiansen, 2012).
México cuenta con una alta diversidad de peces troglobios, cuyas especies se
incluyen en seis familias de peces: Heptapteridae (Rhamdia), Ictaluridae (Priatella),
Poeciliidae (Poecilia sulphuraria), Characidae (Astyanax), Bythitidae (Typhliasina
pearsei) y Synbranchidae (Ophisternon infernale). Todas estas especies, presentan
diferentes grados de regresion evolutiva, tanto en pigmentacion como en la pérdida
de la vision y presentan en comun diversas adaptaciones constructivas, como un
incremento en los érganos sensoriales, que les han permitido adaptarse a la vida en
las cuevas (Wilkens & Strecker, 2017). Entre todas estos grupos, resalta el género
Astyanax que se ha convertido en un grupo modelo en ECO-EVO-DEVO y para el
estudio de la evolucion regresiva. Gracias a que presenta dos formas asociados a los
diferentes ambientes: el morfotipo troglobio y el morfotipo de superficie, que han
evolucionado de manera independiente en al menos dos linajes distintos, y los cuales
son interfértiles, lo que ha permitido explorar las bases genéticas de las adaptaciones
a cuevas (Tabin, 2016).

En el caso de los morfotipos troglobios de Astyanax mexicanus, se han reportado
importantes modificaciones morfolégicas que las distinguen del morfotipo de
superficie como: La ausencia del ojo (Hubbs & Ines, 1936; Alvaréz, 1947),
modificaciones de los huesos circundantes al ojo (Mitchell et al., 1977; Yamamoto et
al., 2003; Protas, 2008; Gross et al 2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2017;
2018), el albinismo (Hubbs e Ines, 1936; Alvaréz, 1947; Yoffe et al., 2020), un mayor
numero de apéndices sensoriales (Powers et al., 2020), numero y tipo de escamas
(Wilkens, 1988; Simon et al., 2017). Los primeros estudios para este grupo se

enfocaron en la descripcidon de rasgos tentativamente asociados con la pérdida de la
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vision, como la forma de la estructura craneal, registrando fragmentaciones y
fusiones en los huesos suborbitales que no se observan en sus grupos hermanos de
superficie (Alvarez, 1946; 1947; Mitchell et al. 1977). Alvarez (1946), fue el primero en
describir estos patrones muy inusuales en la forma del craneo, su investigacion es
considerada como pionera en describir y abordar la evolucién del complejo craneal de
Astyanax (Gross & Powers, 2016). Rapidamente el organismo gano gran popularidad
como organismo modelo en investigaciones de biologia del desarrollo y morfologia
funcional, logrando caracterizar las bases genéticas e identificando varios genes que
se ven envueltos en la expresion y desarrollo del ojo (Yamamoto & Jeffery, 2000;
Jeffery, 2009; Wilkens, 2017).

También se han reportado modificaciones en el craneo que no se asocian con la
pérdida de la vision, como: el incremento de los neuromastos (Protas et al., 2008;
Powers et al., 2018; Yoffe et al., 2020), el tamafno de las fosas nasales (Yamamoto et
al., 2003), el numero de fragmentos que pueden llegar a tener los suborbitales
(Yamamoto et al., 2003, Gross et al., 2016; Powers et al., 2018; 2020), y su relacion
con la densidad de neuromastos (Powers et al., 2020), el incremento de la cavidad
bucal (Yamamoto et al., 2003; Trapani et al., 2005), la presencia de una asimetria
bilateral direccional en el craneo en las poblaciones troglobias (Gross et al., 2014;
2016; Powers et al., 2018; 2020). Y aquellos rasgos morfoldgicos asociados con los
habitos tréficos, donde se ha descrito la presencia de un mayor numero de dientes en
la maxila y la mandibula inferior en los peces troglobios (Yamamoto et al., 2003;
Trapani et al., 2005; Protas et al., 2008), ademas, de que la mandibula inferior
presenta una talla mayor (Trapani et al., 2005; Dufton et al., 2012). En cuanto al
desarrollo ontogénico de la denticion en poblaciones de Astyanax mexicanus, se ha
descrito que las poblaciones troglobias presentan una transicion en el numero vy tipo
de dientes durante los primeros dias de su vida (Trapani et al, 2005), llegando a
relacionar que esta transicion permite a los peces troglobios presenten un mayor
numero de dientes y de cuspides, aunado también un dentario mas largo (Trapani et
al., 2005; Dufton et al., 2012; Atukorala et al., 2013) y que la forma de la premaxila en
Astyanax permite una denticion adaptada a sus habitos alimenticios (Hamer et al.,
2016). Ademas se han reportado genes asociados a la expresion del numero de
dientes maxilares y el tamafio de la maxila mediante un analisis de QTL por sus

siglas en inglés (quantitative trait loci) (Protas et al., 2008; 2012).
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En los ultimos afos, con los avances en la investigacion obtenidos por la era
genomica, se han podido hacer estudios que han permitido explorar las bases
genéticas de las caracteristicas troglobias (Gross, 2012) incrementando e innovando
las lineas de investigacion asociadas con la morfologia de este grupo. A pesar de
estos estudios, son pocos los que se han centrado en comparar la evolucién de la
forma del cuerpo y las caracteristicas troficas en contraste con su grupo hermano de
superficie. Ademas, el niumero poblaciones troglobias utilizadas en la mayor parte de
los estudios es pequefio, siendo solo 4 las poblaciones (Pachén, Chica, Tinaja'y
Subterraneo) de las que se cuenta con informacion morfoldgica detallada que nos
ayude a entender la variacion presente en la forma troglobia. Por lo que el objetivo de
este capitulo es buscar patrones de evolucion morfolégica en paralelo en los dos
linajes de los Astyanax troglobios al noroeste de México, mediante la comparacion de
distintas poblaciones de ambos morfotipos (troglobio vs superficie) utilizando
herramientas de morfometria en tres marcos morfolégicos (premaxila, cuerpo y
cabeza) que se asocian a diferentes aspectos ecoldgicos que nos permite una mejor

comprensioén de la evolucion morfoldgica presenten en el grupo.

Métodos

Ecomorfologia

Se analizaron 240 organismos correspondientes a 30 localidades tanto de
cuevas como de superficie (tabla 1). De estos organismos se llevo a cabo una
evaluacion de 6 caracteres meristicos (i.e. conteos): numero de escamas en la linea
lateral, el numero de radios en las aletas dorsal y anal, numero de dientes y el
numero de cuspides de la premaxila y maxila, las cuales fueron extraidas del lado
izquierdo del pez. Una vez extraidas la premaxila y maxila se llevo a cabo la limpieza

de estas estructuras en una solucién de KOH 1M durante 15 minutos.
Para la evaluacion de estos caracteres meristicos (los conteos), se construyeron

diagramas de cajas y bigotes, se comparo entre grupos a nivel de linajes (i.g viejo vs.

nuevo) y morfotipo (i.g. troglobio vs. superficie) con una prueba de Mann-Whitney.
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Tabla 2. Descripcion de los conteos meristicos, las medidas de ecomorfologia e indices para los

analisis ecomorfolégicos.

# Siglas Medida Funcion

1 LE Longitud estandar Locomocién

2 ACu Alto del cuerpo Locomocioén

3 AnCu Ancho del cuerpo Locomocioén

4 LCa Longitud de la cabeza Habitos tréficos

5 ACa Alto de la cabeza Habitos tréficos

6 AnCa Ancho de la cabeza Habitos tréficos

7 LHc Longitud del hocico cerrado Habitos tréficos

8 LHa Longitud del hocico abierto Habitos tréficos

9 AnH Ancho del hocico Habitos troficos

10 AH Alto del hocico Habitos troficos

11 DO Diametro del ojo Habitos tréficos

12 IN Intraorbital Habitos troficos

13 LPeC Longitud del pedunculo caudal Locomocioén

14 APeC Alto del pedunculo caudal Locomocioén

15 AnPeC Ancho del pedunculo caudal Locomocioén

16 AAD Longitud de la aleta dorsal Locomocioén

17 RAD Radios de la aleta dorsal Locomocién

18 AAA Longitud de la aleta anal Locomocioén

19 RAA Radios de la aleta anal Locomocioén

20 APe Longitud de la aleta pectoral Locomocioén

21 APv Longitud de la aleta pélvica Locomocioén

22 ELI Escamas de la linea lateral

23 AnPr Ancho de la premaxila Habitos troficos

24 PrAs Proceso Ascendente Habitos tréficos

25 #DPr Numero de dientes en la Habitos tréficos
premaxila

26 LM Longitud de la maxila Habitos tréficos

27 #DM Numero de dientes en la maxila  Habitos tréficos
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Tabla 2. (continuacién) Descripcion de los conteos meristicos, las medidas de ecomorfologia e

indices para los analisis ecomorfolégicos.

28 ACu/AnCu Hidrodinamismo Locomocion
29 APeC/AnPec Compresion Caudal Locomocioén
30 DO/LCa Tamafo relativo del ojo Habitos tréficos
31 LHc/LHa Proyeccion del hocico Habitos tréficos
32 AH/ACa Apertura del hocico Habitos tréficos
33 AnH/AcCa Ancho relativo del hocico Habitos tréficos

Fig. 4 Esquema con la representacion grafica de las medidas tomadas para los analisis
ecomorfolégicos: 1) LE: Longitud estandar, 2) ACu: Alto del cuerpo, 3) AnCu: Ancho del cuerpo, 4) LCa:
Longitdu de la cabeza, 5) ACa: Alto de la cabeza, 6) AnCa: Ancho de la cabeza, 7) LHc: Longitudu del
Hocico cerrado, 8) LHa: Longitud del Hocico abierto, 9) AnH: Ancho del Hocico, 10) AH: Alto del
Hocico, 11) DO: Diametro del 0jo, 12) IN: Intraorbital, 13) LPeC: Longitud del pedunculo caudal, 14)
APeC: Alto del pedunculo caudal, 15) AnPeC: Ancho del pedunculo caudal, 16) AAD: Longitud de la
aleta dorsal, 18) AAA: Longitud de la aleta anal, 20) APe: Longitud e la aleta pectoral, 21) APv:
Longitud de la aleta pélvica. Las medidas, a detalle, se encuentran en la tabla 2. A) El cuerpo, B) la

cabeza. En lineas blancas, las mediciones asociadas a locomocion; en lineas rojas, a habitos tréficos.

Para los analisis morfométricos se obtuvieron fotografias de la premaxila utilizando
un microscopio estereoscoépico Zeiss Stemi 305®, las imagenes fueron calibradas y
se les asignd una escala con el programa Zen ver. 2.3 (Zeiss Microscopy, 2011).

Se obtuvieron 22 medidas lineales relacionadas con los habitos tréficos y la
morfologia funcional, con los cuales se estimaron seis indices ecomorfolégicos,
utilizando las estructuras tréficas (premaxila y maxila Fig. 5A y 5C) y el cuerpo de los
peces (Fig. 4) (Mise et al., 2013, Cordova-Tapia y Zambrano, 2016.; Fig. 4 y tabla 2).
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A fin de evitar el efecto por alometria las medidas lineales obtenidas se
estandarizaron mediante una regresion tipo Il (Warton et al., 2006; 2012), extrayendo
los residuales de la regresion de las mediciones lineales y la longitud estandar (LE)
con ayuda de la biblioteca smatr (Warton et al., 2012). Con los datos estandarizados,
se llevo a cabo un analisis de componentes principales (ACP o PCA por sus siglas en
inglés) utilizando el software Past ver. 3 (Hammer et al., 2001). Se realizé un
MANCOVA para encontrar diferencias a nivel de morfotipo (i.e. Superficie, y
Troglobio) y linaje (i.e. viejo=LV y nuevo=LN), usando la informacién obtenida del
PCA como variable de respuesta y la LE como covariable. También, se evalu6 una
interaccidn entre las variables explicativas y se utilizé la longitud estandar como
covariable (morfotipo x linaje, morfotipo x LE, linaje x LE). Todos los analisis

estadisticos se llevaron a cabo en el programa R, ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019).

Morfometria geométrica

Se obtuvieron fotografias de tres marcos morfolégicos distintos: la forma de la
premaxila, la forma del cuerpo y la forma de la cabeza (Fig. 5B, 5D y 6). En el
programa TPSULil se transformaron en imagenes digitales con formato .tps para
posteriormente digitalizar los landmarks para cada marco morfolégico con el

programa TPSDig

Fig. 5 Medidas tomadas para los analisis de ecomorfologia para la premaxila, A) AnPr: ancho de la
premaxila, PasPr: proceso ascendente de la premaxila. B) Posiciéon de los 2 hitos homdélogos y 50
pseudolandmarks usados para los analisis de MG que cubren la forma del proceso ascendente. C) LM:
longitud de la maxila y D) Posiciéon de los 12 landmarks y 15 pseudolandmarks para los analisis

de MG de la forma del cuerpo.
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Para la premaxila se analizaron un total de 260 organismos de 30 localidades
correspondientes a los dos linajes (linaje viejo y linaje nuevo), de la vista lateral de la
estructura, se colocaron 2 landmarks homdlogos y una curva de 50 pseudolandmarks

que abarcé la forma del proceso ascendente (Fig. 5B y tabla 3).

En la forma del cuerpo se evaluaron un total de 159 individuos pertenecientes a 18
localidades (tabla 1) a partir de fotografias de la vista lateral izquierda de peces vivos
anestesiados, se digitalizaron 12 landmarks homdlogos y una curva con 15
pseudolandmarks en el perfil dorsal del organismo siguiendo a Ornelas-Garcia et al.
(2014) (Fig. 5D y tabla 3).

En el caso de |la forma de la cabeza, se tomaron fotografias del lado lateral izquierdo
de la cabeza de peces silvestres, preservados en alcohol absoluto, con ayuda del
Microscopio Leica Z16 ApoA, en el Laboratorio de microscopia y fotografia de la
conservacion LANABIO, IBUNAM. Para la definicion del marco morfologico se
colocaron 14 landmarks homologos y dos curvas, una con 8 pseudolandmarks en el
perfil dorsal y una con 9 pseudolandmarks en el perfil ventral de la cabeza para un

total de 90 organismos (Ver Fig. 6 y tabla 3).

Fig. 6 Colocacioén de los landmarks para los analisis de la morfometria geométrica de la forma de la

cabeza. En rojo, los landmarks homdlogos. En azul, los pseudolandmarks que delimitan la curva.

23



Tabla 3. Descripcioén de los landmarks utilizados para los diferentes marcos morfologicos
analizados en este trabajo.

No. Descripcion del landmark Tipo
Premaxila

1 Insercion anterior del limo diente de la premaxia KT

2 Insercién anterior primer diente de la premaxila LMKA1

3-52 Curva que abarca el proceso ascendente de la premaxila LMK3
"""""" Cuerpo
1 Puntaanteriordelmadar Mk2

2 Insercion anterior de la aleta Dorsal LMKA1

3 Insercién posterior de la aleta dorsal LMKA1

4 Insercién anterior de la aleta adiposa LMKA1

5 Insercion dorsal de la aleta caudal LMKA1

6 Insercion ventral de la aleta caudal, LMKA1

7 Insercion posterior de la aleta anal LMKA1

8 Insercion anterior de la aleta anal LMKA1

9 Insercién de la aleta pélvica LMKA1

10 Insercién de la aleta pectoral LMKA1

11 Yugal LMK1

12 Extension posterior del opérculo LMK2

13-27  Curva que describe el perfil dorsal del organismo. LMK3
"""""" Cabeza
1 Putaanteriordelmaxiar K2

2 Cresta del craneo LMK1

3 Yugal LMKA1

4 Extension de la maxila LMKA1

5 Extension del preopérculo LMK2

6 Insercion dorsal del Suborbital 3 con el Suborbital 2 LMK1

7 Insercion anterior del Suborbital 3 con el Suborbital 4 LMK1

8 Insercion posterior del Suborbital 3 con el Suborbital 4 LMKA1

S Extension del Suborbital 3 LMK2

10 Insercion ventral del Suborbital 3 con el Suborbital 2 LMKA1

11 Extension dorsal del opérculo LMK2
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Tabla 3 (continuacion) Descripcion de los landmarks utilizados para los diferentes marcos

morfolégicos analizados en este trabajo.

12 Extension posterior del opérculo LMK2
13 Extension ventral del opérculo LMK2
14 Extension anterior del opérculo LMK2
15-22  Curva que describe el perfil dorsal de la cabeza LMK3
23-31  Curva que describe el perfil ventral de la cabeza LMK3

LMK1 = Landmark tipo 1, LMK2 = Landmark tipo 2, LMK3 = Landmark tipo 3

A los tres marcos morfologicos se les realizé un analisis de ordenamiento de Relative
Warps (RW) usando el programa TPSRelw para observar la diferencia en las formas
relativas asociadas a los componentes que explican mayor porcentaje de varianza,
que se calculan mediante el ajuste de una funcion de interpolacion con las gradillas
de deformacion (thin-plate-spine de Bookstein, 1989; 1991) y las coordenadas x, y
del punto de referencia para cada espécimen en la muestra de datos (Rohfl, 1993;
2001; Stone, 1998). Después se analizo la varianza de la forma por medio de un
MANCOVA, utilizando los RWs como variables de respuesta, el morfotipo y el linaje
como factores, y el tamano del centroide (CZ) como covariable. También, se evalu6
una interaccion entre los factores y la covariable (morfotipo x linaje, morfotipo x CZ,
linaje x CZ). Ademas, se realizd un analisis de variables canodnicas (CVA por sus
siglas en inglés) en la biblioteca Morpho en R ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019),
utilizando la funcion “CVA”. Finalmente, se realizé un analisis de disparidad
morfolégica con ayuda de la biblioteca geomorph en R ver. 3.6.1 (R Core Team,
2019), usando la funcién “morphol.disparity” para conocer el grado de disparidad

dentro y entre los diferentes grupos.

Resultados

Ecomorfologia

Entre las variables meristicas evaluadas unicamente se observaron
diferencias para el numero de escamas en la linea lateral y el numero de dientes de la
maxila (Fig. 7). Las poblaciones pertenecientes al morfotipo de superficie presentaron

un mayor numero de escamas en su linea lateral (W = 12016, p <0.01), con una
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moda de 35 escamas, en comparacion con las poblaciones del morfotipo troglobio

cuya moda fue de 33 escamas (Fig. 7A).

En el caso del numero de dientes en la maxila, los peces troglobios presentaron un
mayor numero de dientes con respecto a los de superficie (W = 1365.5, Valor de p <
0.001; Fig. 7B). Ademas, se observo una diferencia a nivel de linaje para el morfotipo
troglobio, presentando una moda de 3 dientes para el linaje nuevo y 4 para el linaje
viejo, mientras que los peces de superficie presentan una moda de dos dientes en
ambos linajes.

Conteo de escamas en la linea lateral

39|
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Conteo de dientes en la maxila
6
B) ASuperﬂcie

No. de dientes

. | Orrogabio |
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Linaje Nuevo Linaje Viejo

Troglobio Superficie Troglobio Superficie
Fig. 7 Diagrama de cajas y bigotes de los conteos meristicos: A) Niumero de escamas de la linea

lateral. B) Numero de dientes en la maxila. La linea gris representa la moda y la x la media de cada

grupo.

De las variables ecomorfolégicas continuas, los primeros dos componentes del PCA
explican una varianza acumulada de 35.05 %. El PC1 explica 20.80% de la varianza,
y las variables que tienen mas peso en el lado positivo son: LHc, PasPr yla LM;y en
el extremo negativo son: LPec, AA, y la APv. El PC2 explica 13.2% de la varianza, y
se ordena en el extremo positivo por las variables LHa, LCa y el indice Ancho relativo
del hocico; y en el extremo negativo con LHc, los indices tamario relativo del ojo y la
proyeccion del hocico. Al graficar estos componentes (Fig. 8), se observa un traslape
entre las dos formas de cueva y superficie, sobre todo los troglobios del linaje nuevo,

sin embargo se aprecia una ligera segregacion hacia el lado negativo del PC1 por
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parte de los organismos del morfotipo troglobio del linaje viejo y a los de Superficie en

el lado positivo del mismo. También podemos apreciar que el morfoespacio obtenido

para el morfotipo Troglobio es mayor que el del morfotipo de Superficie.

Ecomorfologia

PC2 (13.2%)

a Superficie_Nuevo

s Superficie_Viejo

o Troglobio Nuevo

<]

e Troglobio_Viejo

PC1 (20.8%)

Fig. 8 Grafica de los resultados del PCA para las variables ecomorfolégicas. En Triangulos: los peces

asignados al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el

linaje viejo, los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En

Circulos: los peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y

representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje

nuevo. Los primeros dos componentes del analisis explican el 24% de la varianza acumulativa (PC1 -

20.8%, PC2 -13.2%).

Tabla 4. Resultados del MANCOVA de las variables ecomorfologicas para las comparaciones entre morfotipos,

linajes, sus interacciones y el efecto del tamafio (LE). Los valores resaltados en negro y con un asterisco,

presentan diferencias estadisticas significativas p < 0.05.

Ecomorfologia GL Pilliai  Aprox. F Valor de p
Morfotipo 2 0.982 57.92 <0.001*
Linaje 1 0.297 22.62 <0.001*
LE 1 0.162 10.38 <0.001*
Morf*Linaje 2 0.184 5.47 <0.001*
Morf*LE 2 0.054 1.50 0.152
Linaje*LE 1 0.037 2.10 0.081

27



En los resultados del MANCOVA obtuvimos diferencias estadisticas significativas
entre los morfotipos (i.e. troglobio y superficie), los linajes (nuevo y viejo), talla (LE) y
la interaccion entre morfotipo y linaje (tabla 4). De acuerdo con los resultados, las
mediciones del morfotipo troglobio destacan en lo siguiente: son de menor tamanio,
LE: promedio: 4.82 cm vs 5.48 cm de los de superficie, presentan una cabeza y un
pedunculo caudal de mayor tamafio en relacién con su talla, tienen una boca mas
ancha, el tamafio del proceso ascendente de la premaxila y la longitud de la maxila es
menor, y el diametro de la cuenca ocular es mucho menor en comparacion de sus

homadlogos de superficie.

Forma de la premaxila: morfoespacio y disparidad morfologica

En el analisis de “relative warps” de la MG muestra cierta diferenciacion entre
los morfotipos troglobio y superficie, con un poco de sobrelapamiento entre ambos. El
RW1 explica el 55.56% de la varianza y nos muestra un cambio en la forma con
respecto al ancho de la premaxila y su proceso ascendente, teniendo en el lado
negativo una forma menos ancha y un proceso ascendente mas fino, es en este lado
donde se agrupan los peces de superficie (Fig. 9A). En el lado positivo, la forma de la
premaxila es mas ancha, el proceso ascendente es mas robusto y menos alargado,
siendo la forma que es mas comun en los peces troglobios. En el caso del RW?2
explica 21.45% y nos muestra la variacion con respecto al angulo y ancho del
proceso ascendente. En el lado negativo, tenemos un proceso ascendente mas fino,
mientras que del lado negativo el proceso ascendente es mas ancho. En los
resultados obtenidos en el MANCOVA, se obtuvo que hay diferencias en la forma de
la premaxila entre morfotipos, linajes, asi como una interaccién entre ambas variables
(Fig. 9A, tabla 5).

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas que en conjunto explican el 100%
de la varianza acumulada, la VC1 explica el 72.5 % de la varianza y recupera a los
morfotipos como grupos diferentes, y la VC2 (18.5% de la varianza) divide a los
linajes de la forma troglobia (Fig. 9B). En cuanto a las distancias de Mahalanobis
entre grupos en la forma de premaxila (tabla 6), las mayores distancias fueron entre
el morfotipo troglobio vs. superficie, siendo la mayor distancia entre superficie linaje

viejo y troglobio de linaje viejo (DMah=5.52).
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Fig. 9 Analisis de morfometria geométrica de la forma de la premaxila. En Tridngulos: los peces asignados al
morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el linaje viejo, los triangulos
blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En Circulos: los peces asignados al morfotipo
troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al
poligono naranja y representan al linaje nuevo. A) Relatives Warps para la forma de la Premaxila, donde los
primeros dos ejes explican el 85% de la varianza acumulativa (RW1 - 55.56%, RW2 -30%). B) Analisis de
variables candnicas para la forma de la Premaxila, los primeros dos ejes explican el 90.1% de la varianza
acumulativa (VC1 - 71.6%, VC2 - 18.5%). En los extremos de cada eje se coloco la forma relativa de la premaxila
correspondiente, lo que nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio

proyectado por cada eje, tanto de los RWs como de las VCs.

Por ultimo, en cuanto a la disparidad morfologica, el morfotipo troglobio es el que
presenta una mayor disparidad morfolégica (0.0124), y en este sentido el morfotipo
de superficie presenté un valor considerablemente mas bajo (0.0076). Profundizando

a nivel de linaje, son los linajes del morfotipo troglobio los que tienen una mayor
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disparidad morfoldgica, siendo el linaje viejo el que presenta los valores mas altos

(0.0115), en el caso del morfotipo de superficie, es el linaje nuevo el que presento

una mayor disparidad morfologica (0.0072). En las comparaciones pareadas de la
disparidad morfoldgica a nivel de morfotipo y linaje, se observé una diferencia entre
los morfotipos significativa, siendo que el linaje viejo de los troglobios el que presenta
diferencias con ambos linajes de superficie (tabla 7). Para visualizar de forma grafica
se compararon las formas consenso de cada morfotipo, los resultados son
consistentes con los obtenidos en los analisis de RW's, tomando el morfotipo de
superficie como referencia, en su comparacion con la forma de troglobia (Fig. 10A) se
aprecia claramente que los vectores de desplazamiento en la curva que describe el
proceso ascendente de la premaxila cambian hacia una forma mas ancha y con un
proceso ascendente mucho mas corto y robusto, mientras que en la comparacion de
la forma de superficie entre linajes, no se presentan cambios (Fig. 10B). Finalmente,
entre el linaje viejo y nuevo troglobios, si hubo un ligero cambio (Fig. 10C),

presentando el linaje nuevo una forma casi intermedia entre el linaje viejo troglobio y
la forma de superficie.
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Fig. 10 Comparacion de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie
(referencia) vs Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (referencia) vs

Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C) Troglobio linaje viejo (referencia) vs Troglobio linaje nuevo
(vectores). En rojo los landmarks homadlogos, y en azul los pseudolandmarks.
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Tabla 5. Resultados de los analisis del MANCOVA de los tres marcos morfoldgicos. Los valores en negritas y

con un * son estadisticamente significativos (p <0.05).

1
Premaxila GL Valordep : Cuerpo GL Valorde p : Cabeza GL Valordep

1 1
Morfotipo 2 <0.001* I Morfotipo 2  <0.001* ! Morfotipo 2  <0.001*

Linaje 1 <0.001* E Linaje 1 <0.001* E Linaje 1 0724
cz 1 <0.001* E cz 1 <0.05* E cz 1 0516
Morf'Lin 2  <0.001* | MorfLin 2  <0.001* , Morf‘Lin 2  0.098
Morf'CZ 2  0.141 E MorffCZ 2  0.162 E Morf'CZ 2  0.357
Lin*CZ 1  0.555 E Lin*CZ 1  0.255 E Lin*CZ 1  0.757

Forma del cuerpo: morfoespacio y disparidad morfologica

En el morfoespacio de la forma del cuerpo no se observé una separacion clara
entre los morfotipos, el RW1 explica el 30.37% de la varianza acumulativa y nos
muestra un cambio en el perfil dorsal de los peces, teniendo hacia el extremo del eje
negativo una cuerpo mas alargado y con una cabeza mas alta proporcionalmente (Fig.
11A). EI RW2, explica un 13.92% de la varianza, y permite discriminar mejor entre los
morfotipos troglobio y de superficie, sobre todo los troglobios del linaje viejo que
estan cargados en el lado negativo de este eje. En este componente vemos de
manera mas fina el cambio en el perfil dorsal de los organismos, sobre todo en region
cefélica, teniendo una forma céncava de la cabeza en la forma troglobia, ademas de
un cambio en la longitud del pedunculo caudal, los peces de superficie se agrupan en
el lado positivo de este eje los cuales ademas de no presentar una forma céncava en
la cabeza el pedunculo caudal es menos alargado en comparacion con los peces
troglobios. En el MANCOVA se observaron diferencias entre los morfotipos, asi como
entre los linajes de los organismos y una interaccion fuerte entre ambas variables
(tabla 5).

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas que explican el 100% de la varianza,
y aunque en el analisis es posible observar un ligero traslape entre las formas de
superficie y troglobias, hay una mayor discriminacion tanto entre formas como entre
sus linajes (Fig. 11B). La VC 1 explica el 71.6% de la varianza y separa a las
poblaciones por morfotipos, el morfotipo de superficie se agrupé hacia el lado positivo

del eje y el morfotipo troglobio en el negativo. También se puede apreciar que a nivel
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de linaje los grupos estan ligeramente separados para el caso de superficie. Para el
morfotipo, tenemos al linaje viejo la parte negativa de este eje (Fig. 9), mientras que
el linaje nuevo estan en medio de ambos morfotipos. En La distancia de
Mahalanobis se obtuvo que las poblaciones troglobias y superficie tienen mas
distancia entre ellas, siendo el linaje viejo troglobio el que tiene una mayor distancia

con ambos linajes de superficie (Dwan= 5.21) (tabla 6)
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Fig. 11 Analisis de morfometria geométrica de la forma del cuerpo. En Triangulos: los peces asignados
al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el linaje viejo,
los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En Circulos: los
peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y representan el
linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje nuevo. A) Relatives

Warps para la forma del cuerpo, donde los primeros dos ejes explican el 50.3% de la varianza
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acumulativa (RW1 - 30.58%, RW2 - 19.80%). B) Analisis de variables candnicas para la forma del
cuerpo, los primeros dos ejes explican el 90.1% de la varianza acumulativa (VC1 - 71.6%, VC2 -
18.5%). En los extremos de cada eje se coloco la forma relativa del cuerpo correspondiente, lo que
nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio proyectado por cada eje,

tanto de los RWs como de las VCs.

Tabla 6. Distancia de Mahalanobis entre los dos linajes (viejo vs. nuevo) de los dos morfotipos

(troglobio vs. superficie) para la forma de la premaxila, cuerpo y cabeza

Troglobio viejo Troglobio Nuevo Superficie viejo

Premaxila

Troglobio Nuevo 3.68926

Superficie viejo  4.98354 3.82049
Superficie nuevo 5.5241 3.97164 3.0852
Cuerpo

Troglobio Nuevo 3.32179

Superficie viejo  5.21639 4.15201
Superficie nuevo 5.10293 3.01807 3.7793
Cabeza

Troglobio Nuevo 6.28822
Superficie viejo  9.93495 8.67914

Superficie nuevo  7.94021 8.39430 6.223907

En cuanto a la disparidad morfoldgica, el morfotipo troglobio presentd una mayor
disparidad (0.00168), con respecto al morfotipo de superficie (0.00140). A nivel del
linaje, es similar a los resultados obtenidos en la premaxila, los linajes del morfotipo
troglobio tienen valores ligeramente mas altos, siendo el linaje viejo el que presento la
mayor disparidad. Sin embargo, ninguna de las comparaciones pareadas mostraron
diferencias significativas (tabla 7). Al visualizar de manera grafica estas
comparaciones, los cambios en la forma mas apreciables se dan entre el morfotipo
de superficie (usandolo como referencia) contra el troglobio, apreciando que los
vectores de desplazamiento en la curva que describe el perfil dorsal de la cabeza,

van hacia una zona mas baja en la region de la cabeza,y una zona mas alta cuando
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la curva se acerca a la insercién de la aleta dorsal, mostrando que la forma troglobia
presenta una cabeza mas concava (deprimida en la regién cefalica) y esto provoca
una mayor diferencia en el perfil dorsal del pez (Fig. 12A). Por ultimo, las

comparaciones a nivel de linaje no presentan diferencias (Fig. 12B y 12C).
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Fig. 12 Comparacién de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie (referencia) vs
Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (ref.) vs Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C)
Troglobio linaje viejo (ref.) vs Troglobio linaje nuevo (vectores). En rojo, los landmarks homologos, y en azul, los

pseudolandmarks.

Forma de la cabeza: morfoespacio y disparidad morfologica

El morfoespacio de la forma de la cabeza nos muestra diferencias muy claras
a nivel de morfotipo. En el analisis de RW, obtuvimos que los primeros dos
componentes explican 44.5% de la varianza. El primer componente explica el 30.05%
de la varianza acumulativa y separa a los morfotipos, siendo las diferencias
principales el cambio en la forma de los huesos suborbitales, de manera mas

especifica en el suborbital 3 (SO3), agrupando en el extremo negativo del primer
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eje a la forma de superficie, con un SO3 mucho mas amplio, en contraste con la
forma troglobia, que muestra un SO3 mucho mas compacto (Fig. 13A). El MANCOVA
arrojo que hay diferencias significativas a nivel de morfotipo, pero no mostro

diferencias entre los linajes o su interaccion (tabla 5).

0.10 Forma de la Cabeza 4 Superficie_Nuevo
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Fig. 13 Analisis de morfometria geométrica de la forma de la Cabeza. En Triangulos: los peces
asignados al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el
linaje viejo, los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En
Circulos: los peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y
representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje
nuevo. A) Relatives Warps para la forma de la cabeza, donde los primeros dos ejes explican el
44.6% de la varianza acumulativa (RW1 - 32.06%, RW2 - 12.5%). B) Analisis de variables candnicas
para la forma del cuerpo, los primeros dos ejes explican el 89.4% de la varianza acumulativa (VC1 -

57.3%, VC2 - 32.1%). En los extremos de cada eje se colocd la forma relativa de la cabeza
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correspondiente, lo que nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio

proyectado por cada eje, tanto de los RWs como de las VCs.

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas (VC) que explican el 100% de la
varianza acumulativa. De los tres marcos morfolégicos analizados, el de la forma de
la cabeza es el que muestra las separaciones mas claras entre los morfotipos dada
por la VC1, que explica el 57.3% de la varianza, teniendo a el grupo troglobio del lado
negativo del eje. Mientras que la VC2 explica el 32.1% de la varianza acumulativa y
nos describe una separacion a nivel de linaje para ambos morfotipos (Fig. 13B). En
cuanto a la distancia de Mahalanobis, como en los analisis anteriores, la mayor
distancia se da entre los morfotipos, siendo el morfotipo troglobio del linaje viejo el
que presenta la mayor distancia en comparacion con el morfotipo de superficie del
linaje viejo (Dwvan = 9.934) (tabla 6).

En los analisis de disparidad se obtuvo que el morfotipo troglobio es el que tiene una
mayor disparidad morfologica (0.0063), en comparacion con el morfotipo de
superficie (0.0043). A nivel de linaje, la forma troglobia del linaje viejo es la que
presento valores mas altos de disparidad (0.0066), mientras que en el caso de
superficie es el linaje nuevo el mas alto (0.004). En las comparaciones pareadas, la
disparidad entre los morfotipos superficie vs. troglobio son significativas (tabla 7). Al
comparar las formas consenso, los cambios en la forma mas drasticos se observan
entre morfotipos teniendo la deformacion mas radical en la zona del SO3 siendo la
forma de superficie como referencia (Fig. 14A), siendo congruentes con los analisis

de Relative Warps. A nivel de linaje no hay cambios drasticos (Fig. 14B y 14C).
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Fig. 14 Comparacion de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie

(referencia) vs. Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (referencia) vs.
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Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C) Troglobio linaje viejo (referencia) vs. Troglobio linaje nuevo

(vectores). En rojo, los landmarks homodlogos, y en azul, los pseudolandmarks.

Tabla 7. Resultados de los analisis de disparidad morfoldgica de los tres marcos morfolégicos. Los
resultados resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p <0.05), con ** p <
0.01, ***esp <0.001.

Distancia de Foote Premaxila Cuerpo Cabeza
Troglobio 0.0124109 0.0016840 0.0063924
Superficie 0.0076461 0.0014075 0.0043304

Troglobio Viejo 0.0115062 0.0015663 0.0066598
Troglobio Nuevo 0.0091376 0.0015409 0.0053007
Superficie Viejo 0.0069446 0.0012641 0.0037203
Superficie Nuevo  0.0072782 0.0013449 0.0040094

Svs. T 0.0047648*** 0.0002764 0.0020619**
SV vs. SN 0.0003335 0.0000807 0.0002890
SVvs. TV 0.0042280*  0.0003020 0.0029394**
SV vs. TN 0.0018594 0.0002767 0.0015803
SN vs. TN 0.0021929 0.0001960 0.0012912
TV vs. SN 0.0045615**  0.0002213 0.0026503**
TV vs. TN 0.0023685 0.0000253 0.0013590

Discusién
La forma troglobia de los Astyanax

Las condiciones ambientales de las cuevas son muy contrastantes a las del
habitat de superficie. Resaltando las condiciones de oscuridad perpetua, la limitacion
en la cantidad de recursos y parametros ambientales que pueden cambiar de una
zona a otra (i.e. temperatura, oxigeno, etc.), estas condiciones en conjunto, definen a
las cuevas como ambientes extremos y presentan fuertes presiones de selecciéon
para los organismos (White & Culver, 2012). Bajo este contexto, nuestros resultados

encontraron patrones de evolucion morfolégica en paralelo en los dos linajes
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genéticos de los Astyanax que habitan en las cuevas, generando una forma troglobia
que se diferencia claramente del grupo de superficie. En términos generales, la forma
troglobia se distingue de la forma superficie por las siguientes caracteristicas
morfolégicas: Son de menor tamafo (4.82 cm vs 5.48 cm), presentan un menor
numero de escamas en la linea lateral (moda = 33 vs 35), el pedunculo caudal es
mas alargado, y la forma del cuerpo cambia en el perfil dorsal del organismo, sobre
todo en la region cefalica. En la cabeza tenemos una forma mas concava y
diferencias mas especificas, como las de las estructuras asociadas a los habitos
troficos: un mayor numero de dientes en la maxila (3-4), una longitud y ancho del
hocico de mayor tamafio, una premaxila con un proceso ascendente mas robusto y
ancho; y las que estan asociados a otras presiones selectivas, como: un menor
tamano de la cuenca ocular, un cambio prominente en el SO3 el cual tiene una forma
mas compacta y en una posicion distinta en la cabeza, y el opérculo branquial tiene
una forma romboidal mas amplia. Estas diferencias en distintos rasgos morfolégicos
con su grupo hermano de superficie, nos muestran como los diferentes linajes de

cuevas han evolucionado en respuesta a presiones selectivas similares.

Diversidad morfolégica del cuerpo

La reduccion en la talla y el numero de escamas se ha asociado con las
relaciones metabdlicas y energéticas de los peces con el medio, planteando
originalmente que poseian una alimentacion “mala” debido a la escasez de recursos
(Wilkens, 1988). Sin embargo, esta hipdtesis se ha cuestionado, argumentando que
estas reducciones se ven afectadas por muchos mas factores, como la temperatura
y la época del ano (Simon et al., 2017). En el caso del numero de escamas se ha
llegado a argumentar que esta reduccidn esta asociada con pérdidas parciales de su
funcidén bioldgica, como la proteccion que brindan al cuerpo de los peces (Wilkens,
1988). Especificamente los Astyanax troglobios aun poseen escamas en
comparacion de otros peces troglobios que las han perdido (Sinocyclocheilus
anshuiensis, Yang et al., 2016; Barbatula, Behrmann-Godel et al., 2017), por lo que
se ha propuesto que la reduccion en el numero de escamas es una adaptacion a la
vida troglobia, asociada a diversas presiones que cambian en los habitats troglobios,
como la reduccién en comportamiento agresivo (Wilkens, 1988; Simon et al., 2017),
pudiendo ser un evento que apenas va comenzando y es un proceso continuo de

reduccion en las escamas para los A. mexicanus troglobios (Simon et al., 2017). En el
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caso del pedunculo caudal, el morfotipo troglobio presenta una talla mayor y una
forma mas comprimida en comparacion del morfotipo de superficie, este es un rasgo
que se asocia con la propulsion y locomocién que generan los peces para
desplazarse en su medio (Cordova-Tapia & Zambrano, 2017; Ornerlas-Garcia et al.,
2017; 2018). Por lo que podemos asumir que la propulsion y maniobrabilidad de los
morfotipos es distinta, y que se puede dar como una respuesta especifica a las
condiciones fisicas de su medio. Por otro lado, nuestros resultados en la diferencia en
el perfil dorsal que nos presenta la region cefalica del morfotipo troglobio no sugieren
que tenga una implicacion hidrodinamica. Por ultimo, la forma del cuerpo presento los
valores de disparidad mas bajos, incluso al momento de comparar entre morfotipos,
lo que nos indica que la variacion morfolégica en el cuerpo no es tan alta como se
esperaba, lo que sugiere que la morfologia de los Astyanax troglobios no parece
evolucionar de manera integrada y pueden responder de manera diferencial a las
presiones ambientales, lo que nos brindo una buena base para abordar el estudio de

los procesos que afectan la evolucién morfoldgica en el tercer capitulo.

Diversidad morfolégica asociada a habitos troficos

Varios de los rasgos morfolégicos que destacan a la forma troglobia estan
asociados a los habitos troficos del organismo. Se habia reportado previamente para
un par de poblaciones troglobias un incremento en el numero de dientes en la maxila
(Yamamoto et al., 2003; Protas et al., 2008; 2012), y al incrementar el nUmero cuevas
analizadas por linaje, pudimos observar diferentes modas entre los morfotipos y el
linaje (i.e. 3 dientes para el linaje viejo y 4 dientes para el linaje nuevo), sin haber
diferencias significativas, lo que apoya la observacién previa de que estos rasgos
presentan variacion entre las diferentes cuevas (Yamamoto et al., 2003). Aunado a lo
anterior, también reportamos una longitud del hocico y ancho del hocico de mayor
tamano, pero que generan una menor proyeccion del hocico. Con anterioridad se
habia reportado que el grupo troglobio presentaba una mandibula inferior de mayor
tamano, lo que propiciaba el desarrollo de un dentadura mas compleja, refiriéndose a
la transicion ontogénica de los organismos, pasando de tener dientes monocuspidos
a multicuspidos (Atukorala et al., 2013; Hamer et al., 2016). Nuestros resultados no
encontraron diferencias en el tipo de dientes (numero de cuspides por diente en la
premaxila), por lo que no apoyaria la idea de que el grupo troglobio genere

denticiones mas complejas para la premaxila de los organismos. En el caso de la
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proyeccién del hocico, es un estimador que se utiliza para evaluar la habilidad del pez
para capturar presas muy moviles o de gran tamafo, mientras mas alto sea el valor
obtenido es un indicador de que un pez se especializa en alimentarse de este tipo de
presas (Hulsey et al., 2005; Mise et al., 2013), nuestros resultados mostraron que
ambos morfotipos no tuvieron valores altos de la proyeccién del hocico, sin embargo
el grupo troglobio tenia una proyeccién menor, lo que sugiere que los habitos
alimenticios diferentes en los dos morfotipos puede tener un impacto en esta
diferencia (Mitchell et al., 1977; Wilkens, 1988; Espinasa et al., 2017). Por ultimo, la
premaxila del grupo troglobio presenta una forma mas amplia, con un proceso
ascendente mas pequefio y mas robusto, sobre todo la del linaje viejo. Esta
estructura ademas presentd un gran disparidad morfolégica dentro del grupo
troglobio, evidenciando que los ancestros de superficie eran seguramente omnivoros,
como se ha reportado para otros Astyanax de superficie actuales, que se alimentan
de una gran cantidad de cosas como insectos, plantas y peces mas pequenos
(Bonato et al., 2017; Ornelas-Garcia et al., 2018). Por lo tanto, esta estructura trofica
no presenta un grado alto de especializacion como el que se puede ver en otros
characidos con habitos depredadores piscivoros muy marcados, como el género
Oligosarchus (Bonato et al., 2017). Otros autores han demostrado que la anatomia
de las estructuras troficas y la dieta de los peces estan correlacionadas (Albertson et
al., 2003; 2005; Parsons et al., 2011; Garita-Alvarado et al., 2018; Ornelas-Garcia et
al., 2018b), por lo que nuestros resultados sugieren que estas modificaciones
presentes en el grupo troglobio reflejan la adaptacion a la presion ejercida por los
nuevos recursos alimenticios en el habitat de las cuevas. Es posible que tener mas
dientes maxilares y unas premaxilas mas amplias sirvan para poder abarcar una
mayor cantidad de materia organica al momento de buscar en alimento en el sustrato

de las pozas.

Diversidad morfoldgica de la cabeza

Los patrones de diversidad morfologica en la cabeza de los Astyanax troglobios
son de los rasgos morfologicos que mejor han sido descritos, teniendo claro aquellos
que se dan como resultado de la pérdida de la vision, como la reduccion de la cuenca
ocular, fragmentaciones y modificaciones en los huesos suborbitales y supraorbitales

(Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2017; 2018); y aquellos que
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no estan asociados a esta pérdida de la visidén, como la diversidad de los rasgos
troficas, el tamano de las narinas, el numero de neuromastos, etc (Yamamoto et al.,
2003; Trapani et al., 2005; Powers et al., 2018). Los resultados obtenidos en la
diversidad de la cabeza son los mas marcados entre los dos morfotipos, nos
muestran que el grupo troglobio tiene un menor tamano relativo del ojo, rasgo que se
asocia a un efecto de evolucion regresiva en respuesta a las condiciones de
oscuridad perpetua (Wilkens, 2017). Esto mismo también se puede relacionar con los
resultados de la forma del perfil dorsal de la cabeza, la reduccion de estructura ocular
propicia esta forma mas concava en comparacion del grupo de superficie. A su vez,
también afecta los resultados obtenidos en el SO3, que tiene una forma muy diferente
a la del grupo de superficie y una posicion diferente en la cabeza, similar a lo
reportado con anterioridad. Otro rasgo distintivo que se aprecia en la forma de la
cabeza es la forma del opérculo branquial. El grupo de superficie tiene una forma mas
final, similar a un tridngulo, mientras que el grupo troglobio presenta una forma mas
amplia, similar a un rombo, este rasgo puede estar asociado a una adaptacion a un
medio hipoxico, ya que un opérculo mayor, resguarda filamentos branquiales de
mayor tamano en respuesta a condiciones con una menor cantidad de oxigeno
(Boggs & Gross, 2021). Adicionalmente, el ancho y la apertura relativos del hocico
también se asocian como adaptaciones a estas condiciones (Boggs & Gross, 2021).
La disparidad morfolégica de la cabeza también fue alta, sobre todo la del linaje viejo
del morfotipo troglobio. Esto implica que la evolucion del complejo craneal ha sido
muy diversa dentro del grupo, a diferencia de la forma de la premaxila, la cabeza se
ve afectada por mas presiones selectivas como las condiciones de oscuridad y de

oxigenacion en el medio (Wilkens et al., 2017; Boggs & Gross, 2021).

Diferencia a nivel de “Linaje” en los Astyanax troglobios

Nuestros resultados encontraron patrones de diversidad morfolégica diferentes
en los linajes genéticos reportados del morfotipo troglobio, denominados como linaje
viejo y linaje nuevo (Wilkens, 1988; Ornelas-Garcia et al., 2008; Herman et al., 2018).
Anteriormente se propuso la hipétesis de que el linaje filogenéticamente viejo
presenta un mayor grado de regresion evolutiva en comparacion del linaje
filogenéticamente nuevo (Wilkens, 1988; Strecker et al; 2003; 2004). Nuestros

resultados sugieren que esto es posible, en los tres marcos morfoldégicos analizados
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el linaje viejo del morfotipo troglobio se separaba claramente del morfotipo de
superficie, mientras que el linaje nuevo estaba en medio de los dos grupos, llegando
a sobrelaparse con ambos en |la forma del cuerpo y de la premaxila. La disparidad
morfoldgica reportada en los tres marcos morfolégicos también nos muestra un
patron, siendo el linaje viejo del grupo troglobio el que presenta los valores de
disparidad mas altos, teniendo a la premaxila la estructura con mayor disparidad,
seguida de la forma de la cabeza y por ultimo la forma del cuerpo. Lo que implica que
el linaje viejo ha tenido mucha variacion morfolégica dentro del grupo, y que
presenten valores de disparidad distintos nos brinda una aproximacién de como
evoluciona la morfologia a las presiones ambientales (Collar et al., 2005). Con base
en lo anterior, podemos plantear que esta forma troglobia se ha generado al menos
en dos ocasiones distintas, otorgando evidencia de evoluciéon morfolégica en paralelo
como se ha reportado en Astyanax lacustres (Garita-Alvarado et al., 2018), sin
embargo, las caracteristicas morfoldgicas del morfotipo troglobio parecen responder
de manera diferente a las presiones selectivas de las cuevas, lo que se refleja en la
variedad morfolégica presente en los tres marcos morfolégicos analizados, variando
en el grado de modificacién y regresién evolutiva a nivel de linaje y poblacion
(Wilkens, 1988; Yamamoto et al., 2003; Powers et al., 2017).

La seleccion natural incrementa o disminuye la variacion en las caracteristicas

La similitud de varias adaptaciones morfologicas (e.g. la degeneracion de los
0jos) a las presiones ambientales ejercidas por las cuevas en distintos grupos de
animales (peces, salamandras, artrépodos), nos indican que la adaptacion a la forma
de vida troglobia puede ser un proceso general resultante de restricciones selectivas
similares (Soares & Niemiller, 2020). Aunque, es necesario que pase el tiempo
suficiente para que los organismos que han colonizado las cuevas se adapten al
modo de vida cavernicola y logren evolucionar in situ (White & Culver, 2012). Este
fendmeno consta de tres procesos adaptativos: 1) La generacién de un nuevo nicho
ecoldgico, 2) cambios en el comportamiento que les permitan explotar el nuevo nicho
ecoldgico, y 3) la supervivencia de la especie al nuevo estrés ambiental, si los tres
procesos tienen éxito, la poblacion lograra reproducirse y la seleccion natural fomenta
la adaptacién, produciendo cambios morfologicos, fisioldgicos y de comportamiento

adicionales (Howarth & Honch, 2012; Futuyma & Kirkpatrick, 2017). Incluso si las
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poblaciones permanecen en contacto con su homoldgo de superficie, las presiones
de seleccién impuestas por los diferentes entornos y aumentadas por el estrés
ambiental pueden fomentar a las dos poblaciones a divergir (Howarth & Honch, 2012).
Este es el caso de los Astyanax troglobios, que en al menos en dos ocasiones
pasaron por estos tres procesos adaptativos, desarrollando de forma independiente
las adaptaciones pertinentes para el modo de vida cavernicola y logrando evolucionar
in situ. Otros grupos de peces, como es el caso de las poblaciones de peces
troglobios pertenecientes a las familias de los amblyopsidos (Hart et al., 2020) y los
cyprinidos (Sinocyclocheilus. Yang et al., 2016), también se han logrado adaptar y
evolucionar las condiciones de vida cavernicolas. Sin embargo, estos factores
ambientales impuestos por la seleccion se ven influenciados por la historia evolutiva
de cada especie, lo que afecta su relacion con el medio (Futuyma & Kirkpatrick,
2017).

Se ha establecido que hay una relacion en el incremento de la disparidad morfolégica
cuando una poblacidn tiene la oportunidad ecoldgica de aprovechar un nuevo nicho
ambiental (Mahler et al., 2010; Yoder et al., 2010). Como es el caso de las lagartijas
del género Anolis, donde se ha reportado radiacién adaptativa asociada a los
cambios especificos en los regimenes selectivos que actuan sobre las poblaciones
naturales, teniendo como consecuencia una relajacion de la seleccion estabilizadora
efectiva al enfrentarse a nuevas condiciones ambientales que eventualmente
generan una seleccion diversificadora (Adams et al., 2009; Mahler et al., 2010; Yoder
et al., 2010). Este escenario es similar al que se enfrentan los organismos troglobios
al colonizar estos ambientes extremos (Howarth & Honch, 2012; White & Culver,
2012), donde ciertos rasgos fenotipicos se ven afectados mas fuertemente por las
presiones selectivas ambientales, resaltando aquellas caracteristicas regresivas (e.g.
falta de pigmentacion, reduccién de las estructuras oculares) como se ha reportado
en diversos artropodos (Howarth, 1983; Klaus et al., 2013) y vertebrados (Mitchell,
1977; Wilkens, 1988; Jefferey, 2009). Lo que ha sugerido que el incremento en esta
disparidad morfoldgica puede promover que tanto los rasgos regresivos como
constructivos (e.g. modificaciones cefalicas, 6rganos sensoriales) probablemente
sean impulsados por una fuerte seleccion direccional (Jones et al., 1992; Klaus et al.,
2013), sin descartar el posible efecto generado por la evolucion neutral (Klaus et al.,

2013; Wilkens & Strecker, 2017). Bajo este contexto, las poblaciones troglobias de
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ambos linajes (viejo y nuevo), presentan valores mas altos de disparidad morfoldgica,
reflejando el hecho de que han colonizado multiples cuevas que presentan presiones
selectivas similares (oscuridad perpetua, temperatura y salinidad constantes) que a
su vez, pueden variar de cueva a cueva, viéndose afectadas por el tiempo que el

linaje ha evolucionado en estas condiciones.

Conclusion

Encontramos un patron de evolucion morfolégica en paralelo en la
ecomorfologia, forma de la premaxila, forma del cuerpo y forma de la cabeza para
las diferentes poblaciones y linajes de los Astyanax troglobios. La forma de la cabeza
es donde tenemos mayor grado de diferencia morfologica entre los morfotipos, la
premaxila tiene un menor grado de diferencia morfoldgica y, por ultimo, la forma del
cuerpo es el que menos divergencia presenta a nivel de morfotipo. Estos patrones de
evolucion en paralelo nos indican que la variacion morfolégica se da como una
respuesta a presiones selectivas similares, desarrollando en los dos linajes
morfologias similares que los diferencia del morfotipo de superficie. Sin embargo,
también encontramos que hay diferentes grados de divergencia morfolégica a nivel
de linaje para el morfotipo troglobio, la inclusién de mas poblaciones de diferentes
cuevas para los dos linaje genéticos nos permite comprender mejor cdmo se da esta
diversidad y evolucién morfoldgica, pudiendo verse afectada por el tiempo que llevan
los linaje en la cueva, apoyando la idea de que el linaje filogenéticamente viejo
presente una forma troglobia con rasgos mas especializados y un mayor grado de
regresion evolutiva. Por lo siguiente podemos plantear dos cosas: 1) Al presentar
diferentes grados de divergencia morfoldgica en los rasgos del organismos, podemos
pensar que responden de manera independiente a las distintas presiones de
seleccidn. 2) Las diferencias a nivel de linaje nos sugiere que existe una contingencia
historica que podria estar afectando la evolucién de la forma en los sistemas de
cueva, ademas, proponen que a mayor tiempo pase una poblacion en la cueva, esta

puede presentar un mayor grado de divergencia morfologica.

44



Bibliografia

Adams, D. C., Berns, C. M., Kozak, K. H., & Wiens, J. J. (2009). Are rates of species diversification
correlated with rates of morphological evolution? Proceedings of the Royal Society B:
Biological Sciences, 276(1668), 2729-2738. https://doi.org/10.1098/rspb.2009.0543

Albertson, R. C., Streelman, J. T., Kocher, T. D., & Yelick, P. C. (2005). Integration and evolution of the
cichlid mandible: The molecular basis of alternate feeding strategies. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 102(45), 16287—16292.
https://doi.org/10.1073/pnas.0506649102

Alvarez, J. (1946). Revision del género Anoptichthys con descipcién de una especie nueva (Pisces,

Characidae). Anuales Escuala Nacional de Ciencias Bioldgicas, 4, 263—282.

Alvarez, J. (1947). Descripcion de Anoptichthys hubbsi caracindo ciego de La Cueva de Los Sabinos,
S. L. P. Revista de La Sociedad Mexicana de Historia Natural, 8, 215-219.

Atukorala, A. D. S., Hammer, C., Dufton, M., & Franz-Odendaal, T. A. (2013). Adaptive evolution of the
lower jaw dentition in Mexican tetra (Astyanax mexicanus). EvoDevo, 4(1), 1-11.
https://doi.org/10.1186/2041-9139-4-28

Behrmann-Godel, J., Nolte, A. W., Kreiselmaier, J., Berka, R., & Freyhof, J. (2017). The first European
cave fish. Current Biology, 27(7), R257-R258. https://doi.org/10.1016/j.cub.2017.02.048

Boggs, T., & Gross, J. (2021). Reduced oxygen as an environmental pressure in the evolution of the
blind mexican cavefish. Diversity, 13(1), 1-11. https://doi.org/10.3390/d13010026

Bookstein, F. L., 1989. Principal warps: Thin-plate splines and the decomposition of deformations.

I.LE.E.E. Transactions on Pattern Analysis and Machine Intelligence, 11: 567-585.

Bookstein, F. L., 1991. Morphometric tools for landmark data. Cambridge University Press. 435 pp

Collar, D. C., Near, T. J., & Wainwright, P. C. (2005). Comparative analysis of morphological diversity:
does disparity accumulate at the same rate in two lineages of centrarchid
fishes?. Evolution, 59(8), 1783-1794.

Coérdova-Tapia, F., & Zambrano, L. (2016). Fish functional groups in a tropical wetland of the Yucatan
Peninsula, Mexico. Neotropical Ichthyology, 14(2).
https://doi.org/10.1590/1982-0224-20150162

Dufton, M., Hall, B. K., & Franz-Odendaal, T. A. (2012). Early Lens Ablation Causes Dramatic
Long-Term Effects on the Shape of Bones in the Craniofacial Skeleton of Astyanax mexicanus.
PLoS ONE, 7(11). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0050308

Futuyma, D. J., & Kirkpatrick, M. (2017). Evolution (Cuarta). Sinauer Associates, Inc.

Garita-Alvarado, C. A., Barluenga, M., & Ornelas-Garcia, C. P. (2018). Parallel evolution of morphs of
Astyanax species (Teleostei: Characidae) in México and Central America. Biological Journal of
the Linnean Society, 124(4), 706—717. https://doi.org/10.1093/biolinnean/bly082

Hart, P. B., Niemiller, M. L., Burress, E. D., Armbruster, J. W., Ludt, W. B., & Chakrabarty, P. (2020).
Cave-adapted evolution in the North American amblyopsid fishes inferred using phylogenomics
and geometric morphometrics. Evolution, 74(5), 936—949. https://doi.org/10.1111/ev0.13958

45


https://doi.org/10.1098/rspb.2009.0543
https://doi.org/10.1073/pnas.0506649102
https://doi.org/10.1186/2041-9139-4-28
https://doi.org/10.1016/j.cub.2017.02.048
https://doi.org/10.3390/d13010026
https://doi.org/10.1590/1982-0224-20150162
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0050308
https://doi.org/10.1093/biolinnean/bly082
https://doi.org/10.1111/evo.13958

Jones, R., Culver, D. C., & Kane, T. C. (1992). Are parallel morphologies of cave organisms the result
of similar selection pressures? Evolution, 46(2), 353—365.
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1992.tb0204 3.x

Klaus, S., Mendoza, J. C. E., Liew, J. H., Plath, M., Meier, R., & Yeo, D. C. J. (2013). Rapid evolution of
troglomorphic characters suggests selection rather than neutral mutation as a driver of eye
reduction in cave crabs. Biology Letters, 9(2). https://doi.org/10.1098/rsbl.2012.1098

Mise, F. T., Fugi, R., Pagotto, J. P. A., & Goulart, E. (2013). The coexistence of endemic species of

Astyanax(Teleostei: Characidae) is propitiated by ecomorphological and trophic variations.
Biota Neotropica, 13(3), 21-28. https://doi.org/10.1590/s1676-06032013000300001
Howarth, F. G. (1983). Ecology of cave arthropods. Annual Review of Entomology, 28, 365-389.
Howarth, F. G., & Hoch, H. (2012). Adaptive Shifts. In B. W. White & D. C. Culver (Eds.), Encyclopedia

of Caves (Primera edicion, pp. 9—17). Elsevier Inc.

Hulsey, C. D., & Garcia de Leon, F. J. (2005). Cichlid jaw mechanics: linking morphology to feeding
specialization. Functional Ecology, 19(3), 487-494.

Mabhler, D. L., Revell, L. J., Glor, R. E., & Losos, J. B. (2010). Ecological opportunity and the rate of
morphological evolution in the diversification of greater Antillean anoles. Evolution, 64(9),
2731-2745. https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2010.01026.x

Mitchell, R. W., Russell, W. H., & Elliott, W. R. (1977). Mexican Eyeless Characin Fishes, Genus
Astyanax: Environment, Distribution, and Evolution (L. Texas (ed.); First, Issue February 1977).
TEXAS TECH UNIVERSITY.

Ornelas-Garcia, C. P., Dominguez-Dominguez, O., & Doadrio, |. (2008). Evolutionary history of the fish

genus Astyanax baird & Girard (1854) (Actinopterygii, Characidae) in mesoamerica reveals
multiple morphological homoplasies. BMC Evolutionary Biology, 8(340), 1-17.
https://doi.org/10.1186/1471-2148-8-340

Ornelas-Garcia, C. P., Bastir, M., & Doadrio, |. (2014). Morphometric variation between two

morphotypes within the Astyanax Baird and Girard, 1854 (Actinopterygii: Characidae) genus,
From a Mexican tropical lake. Journal of Morphology, 275(7), 721-731.
https://doi.org/10.1002/jmor.20252

Ornelas-Garcia, C. P., Bautista, A., Herder, F., & Doadrio, I. (2017). Functional modularity in
lake-dwelling characin fishes of Mexico. Peerd, 1-22. https://doi.org/10.7717/peerj.3851

Ornelas-Garcia, C. P., Cérdova-Tapia, F., Zambrano, L., Bermudez-Gonzalez, M. P., Mercado-Silva,

N., Mendoza-Garfias, B., & Bautista, A. (2018). Trophic specialization and morphological
divergence between two sympatric species in Lake Catemaco, Mexico. Ecology and Evolution,
8(10), 4867—4875. https://doi.org/10.1002/ece3.4042

Parsons, K. J., Cooper, W. J., & Albertson, R. C. (2011). Modularity of the Oral Jaws Is Linked to
Repeated Changes in the Craniofacial Shape of African Cichlids. International Journal of
Evolutionary Biology, 2011, 1-10. https://doi.org/10.4061/2011/641501

Powers, A. K., Berning, D. J., & Gross, J. B. (2020). Parallel evolution of regressive and constructive

craniofacial traits across distinct populations of Astyanax mexicanus cavefish. Journal of

46


https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1992.tb02043.x
https://doi.org/10.1098/rsbl.2012.1098
https://doi.org/10.1590/s1676-06032013000300001
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2010.01026.x
https://doi.org/10.1186/1471-2148-8-340
https://doi.org/10.1002/jmor.20252
https://doi.org/10.7717/peerj.3851
https://doi.org/10.1002/ece3.4042
https://doi.org/10.4061/2011/641501

Experimental Zoology Part B: Molecular and Developmental Evolution, 334(7-8), 450—462.
https://doi.org/10.1002/jez.b.22932

Powers, A. K., Boggs, T. E., & Gross, J. B. (2018). Canal neuromast position prefigures developmental

patterning of the suborbital bone series in Astyanax cave- and surface-dwelling fish.
Developmental Biology, 441(2), 252—-261. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2018.04.001
Powers, A. K., Davis, E. M., Kaplan, S. A., & Gross, J. B. (2017). Cranial asymmetry arises later in the

life history of the blind Mexican cavefish, Astyanax mexicanus. PLoS ONE, 12(5), 1-17.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0177419
Powers, A. K., Rodiles-Hernandez, R., Garita-Alvarado, C. A, Berning, D. J., Gross, J. B, &

Ornelas-Garcia, C. P. (2020). A geographical cline in craniofacial morphology across
populations of Mesoamerican lake-dwelling fishes. Journal of Experimental Zoology, 0(333),
171-180. https://doi.org/10.1002/jez.2339

Protas, M., Tabansky, |., Conrad, M., Gross, J. B., Vidal, O., Tabin, C. J., & Borowsky, R. (2008).
Multi-trait evolution in a cave fish, Astyanax mexicanus. Evolution and Development, 10(2),
196-209. https://doi.org/10.1111/j.1525-142X.2008.00227 .x

R Core Team. (2019). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing. https://www.r-project.org/

Ronhlf, F. J. (1993). Relative warp analysis and an example of its application to mosquito wings.
Contributions to Morphometrics, January 1993, 131-159.

Rohlf, F. J. (2001). Comparative methods for the analysis of continuous variables: geometric
interpretations. Evolution, 55(11), 2143-2160.
https://doi.org/10.1111/j.0014-3820.2001.tb00731.x

Soares, D., & Niemiller, M. L. (2013). Extreme adaptation in caves. The Anatomical Record.
303:15-23. https://doi.org/10.1002/ar.24044

Simon, V., Elleboode, R., Mahé, K., Legendre, L., Ornelas-Garcia, P., Espinasa, L., & Rétaux, S.

(2017). Comparing growth in surface and cave morphs of the species Astyanax mexicanus:
Insights from scales. EvoDevo, 8(1), 1-13. https://doi.org/10.1186/s13227-017-0086-6

Tabin, C. J. (2016). Introduction: The Emergence of the Mexican Cavefish as an Important Model

System for Understanding Phenotypic Evolution. In Biology and Evolution of the Mexican
Cavefish. Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802148-4.09999-0

Trapani, J., Yamamoto, Y., & Stock, D. W. (2005). Ontogenetic transition from unicuspid to multicuspid

oral dentition in a teleost fish: Astyanax mexicanus, the Mexican tetra (Ostariophysi:
Characidae). Zoological Journal of the Linnean Society, 145(4), 523-538.
https://doi.org/10.1111/j.1096-3642.2005.00193.x

Wagner, G. P., & Altenberg, L. (1996). Complex adaptations and the evolution of evolvability. Evolution,
50(3), 967-976. https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1996.tb02339.x

Wainwright, P. C. (1988). Morphology and ecology: functional basis of feeding constraints in Caribbean
labrid fishes. Ecology, 69(3), 635-645. https://doi.org/10.2307/1941012

47


https://doi.org/10.1002/jez.b.22932
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2018.04.001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0177419
https://doi.org/10.1002/jez.2339
https://doi.org/10.1111/j.1525-142X.2008.00227.x
https://www.r-project.org/
https://doi.org/10.1111/j.0014-3820.2001.tb00731.x
https://doi.org/10.1002/ar.24044
https://doi.org/10.1186/s13227-017-0086-6
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802148-4.09999-0
https://doi.org/10.1111/j.1096-3642.2005.00193.x
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1996.tb02339.x
https://doi.org/10.2307/1941012

Warton, D. I., Wright, I. J., Falster, D. S., & Westoby, M. (2006). Bivariate line-fitting methods for
allometry. Biological Reviews of the Cambridge Philosophical Society, 81(2), 259-291.
https://doi.org/10.1017/S1464793106007007

White, B. W., & Culver, D. C. (2012). Encyclopedia of Caves (B. W. White & D. C. Culver (eds.);

Second). Academic Press of Elsevier. www.elsevier.com

Wilkens, H. (1988). Evolution and Genetics of Epigean and Cave Astyanax fasciatus (Characidae,
Pisces). Evolutionary Biology, May, 271-367. https://doi.org/10.1007/978-1-4613-1043-3 8

Wilkens, H., & Strecker, U. (2017). Evolution in the Dark: Introduction. In Evolution in the Dark.
https://doi.org/10.1007/978-3-662-54512-6_1

Yamamoto, Y., & Jeffery, W. R. (2000). Central role for the lens in cave fish eye degeneration. Science,
289(5479), 631-633. https://doi.org/10.1126/science.289.5479.631

Yamamoto, Y., Espinasa, L., Stock, D. W., & Jeffery, W. R. (2003). Development and evolution of

craniofacial patterning is mediated by eye-dependent and -independent processes in the
cavefish Astyanax. Evolution and Development, 5(5), 435-446.
https://doi.org/10.1046/j.1525-142X.2003.03050.x

Yang, J., Chen, X., Bai, J., Fang, D., Qiu, Y., Jiang, W., Yuan, H., Bian, C., Lu, J., He, S., Pan, X,
Zhang, Y., Wang, X., You, X., Wang, Y., Sun, Y., Mao, D., Liu, Y., Fan, G., Shi, Q. (2016). The
Sinocyclocheilus cavefish genome provides insights into cave adaptation. BMC Biology, 14(1),
1-13. https://doi.org/10.1186/s12915-015-0223-4

Yoder, J. B., Clancey, E., Des Roches, S., Eastman, J. M., Gentry, L., Godsoe, W., Hagey, T. J.,
Jochimsen, D., Oswald, B. P., Robertson, J., Sarver, B. A. J., Schenk, J. J., Spear, S. F., &
Harmon, L. J. (2010). Ecological opportunity and the origin of adaptive radiations. Journal of
Evolutionary Biology, 23(8), 1581-1596. https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2010.02029.x

Zelditch, M. L., Swiderski, D. L., Sheets, H. D., & Fink, W. L. (2004). Geometric morphometrics for
biologists: a primer. Elsevier Academic Press San Diego, 95, 443.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-386903-6.00001-0

48


https://doi.org/10.1017/S1464793106007007
http://www.elsevier.com
https://doi.org/10.1007/978-1-4613-1043-3_8
https://doi.org/10.1007/978-3-662-54512-6_1
https://doi.org/10.1126/science.289.5479.631
https://doi.org/10.1046/j.1525-142X.2003.03050.x
https://doi.org/10.1186/s12915-015-0223-4
https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2010.02029.x
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-386903-6.00001-0

CAPITULO II: Ecologia trofica

Introduccion

Las cuevas se forman en muchos tipos de rocas y mediante diversos procesos,
aunque las cuevas mas grandes y comunes son las formadas en piedra caliza,
dolomita y lava solidificada (White & Culver, 2012; Moldovan et al., 2018). Como
habitats, las cuevas tienen algunas propiedades particulares, entre las que destacan:
1) la oscuridad perpetua, 2) la cantidad limitada de recursos y 3) parametros
ambientales constantes (e.g. temperatura y humedad). estas condiciones en conjunto,
definen a las cuevas como ambientes extremos y presentan fuertes presiones de

seleccién para los organismos que habiten en ellas (White & Culver, 2012).

Ecologia de las cuevas

Las cuevas son un tipo de ecosistemas unicos en su estructura fisica y funcion
bioldgica (Moldovan et al., 2018). El entorno geoldgico, las condiciones del habitat
terrestre exterior (tipo de vegetacion, fauna y suelo) y las caracteristicas hidrolégicas
(erosion, flujo de agua, cantidad de material arrastrado, etc.) definen los limites del
ecosistema, los diversos habitats y como la energia y la materia se mueven a través
del sistema (Roch, 1987; Simon, 2012). Dependiendo de la naturaleza de la conexion
de los cuerpos de agua con la superficie, el agua dentro de las cuevas pueden diferir
en temperatura, flujo y quimica. Por otro lado, el entorno terrestre de las cuevas se
puede definir en 5 zonas: 1) entrada, 2) crepusculo, 3) transicion, 4) zona profunda y
5) aire estancado (White & Culver, 2012), que describen un gradiente desde la
superficie en la que la luz disminuye y la temperatura y humedad se vuelven mas
estables (Howarth, 1983). Por lo tanto, los habitats terrestres y acuaticos que se
forman dentro de las cuevas no deben verse como sistemas separados, sino como

un continuo en el flujo de energia relativamente limitado (Poulson y Lavoie 2000).
Estos sistemas son considerados como oligotroficos, es decir, ambientes con baja

cantidad de materia organica disponible y densidad energética (Moldovan et al. 2018).

Por lo que se considera que la estructura tréfica de estas cuevas es menos compleja,
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tanto en energia y nutrientes en comparacion con el exterior (Moldovan et al. 2018),
siendo la conectividad e interacciones con el entorno de superficie lo que mantiene
en gran medida a los sistemas subterraneos (Kovac, 2018), siendo particularmente
alta en sistemas formados de piedra caliza, donde la percolacién de agua es

caracteristico de estas zonas (Dunne et al., 2002; Romero 2009; Kovac, 2018).

En los ecosistemas de cuevas se pueden encontrar dos tipos de redes troficas, las
basadas en detritos (materia vegetal o animal en descomposicion) y las basadas en
bacterias quimiolitoautétrofas (biomasa procariota y eucariota), diferenciandose en la
via por la cual el carbono inorganico (dioxido de carbono o bicarbonato) se
transforma en compuestos organicos (Venarsky & Hunstman, 2018). Los
ecosistemas de cuevas basados en detritos se sustentan a través de vias
fotosintéticas clasicas, ya que la materia organica es arrastrada por el flujo de agua
desde la superficie (ver mas en Simon et al., 2003). Por el contrario, los ecosistemas
de cuevas con base quimiolitoautotrofica estan respaldados por bacterias que
adquieren energia a través de la oxidacion de compuestos inorganicos, como el
sulfuro (el mas comun) y el metano, para transformar diéxido de carbono o
bicarbonato en la biomasa microbiana que respalda la productividad primaria en las
zonas mas profundas de cuevas gran tamafo (ver mas en Sarbu 2001; Engel, 2007;
Madigan et al., 2010; Venarsky & Hunstman, 2018). De este modo, es posible
estudiar las redes troficas en las cuevas, asi como el nicho ecologico en el que se

devuelven los organismos cavernicolas.

El estudio de las redes troficas

Todas las interacciones presentes en el ecosistema se les denomina como red
trofica (Smith & Smith, 2009) y su estudio comprende en conocer cuantos niveles hay
presentes en un ecosistema, de qué manera pasa la energia y la biomasa de un nivel
a otro y, de ser posible, conocer la biodiversidad presente en cada nivel (Bearhop et
al., 2004). Actualmente, uno de los métodos mas utilizados para estudiar las redes
troficas es el de los isétopos estables, que han demostrado ser una herramienta util
para, caracterizar relaciones troficas (Boecklen et al., 2011). Su utilidad se debe a
que los valores medidos en los tejidos de los consumidores estan estrechamente

relacionados con su dieta, siendo los mas utilizados el carbono y el nitrdgeno
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(Layman et al., 2007, Jakson et al., 2011). Para el nitrégeno (la proporcion entre
14N-15N, expresadas como d15N o 615N) exhiben un enriquecimiento escalonado
con las transferencias troficas de un nivel a otro, es decir, los niveles mas altos en la
red tendran una mayor sefal de este isétopo; por lo tanto, son herramientas que
permiten estimar la posicion tréfica de los organismos. Mientras, que la sefial
isotopica del carbono (la proporcién entre 13C-12C, expresadas como d13C o0 $13C)
varia entre los productores primarios con diferentes vias fotosintéticas (por ejemplo,
plantas C3 vs C4), pero, la sefal de 513C puede cambiar poco o nada con las
transferencias de un nivel a otro dentro de la red tréficas. Por lo tanto, se utiliza para
determinar las diversas fuentes de productividad primaria en la red (DeNiro & Epstein,
1981; Peterson & Fry, 1987; Post, 2002b; Layman et al., 2007).

Uno de los métodos mas populares para estudiar estas sefales isotdpicas son las
métricas de Layman, que consiste en una serie de seis medidas que describen la
estructura, el tamafo del nicho ecoldgico y los diferentes niveles tréficos que se
pueden presentar en las redes tréficas (Layman et al., 2007). Trabajan con los
valores obtenidos de la sefial isotdpica de 515N y 613C. Como primera aproximacion
se grafican ambas senales (015N en el eje de las Y y 813C en el de las X), de este
modo vemos que 515N describe la estructura vertical (numero de niveles) de la red
trofica y 613C la estructura horizontal (los diferentes productores). Por lo tanto, se
han propuesto seis métricas que proporcionan variables de respuesta cuantitativas
que reflejan caracteristicas especificas de la estructura trofica: 1) Amplitud del 515N
(RN), es el intervalo entre el organismo con el valor mas alto de 515N y el organismo
con el valor mas bajo de 815N y describe la estructura vertical (numero de niveles) de
la red trofica, generalmente, intervalos muy amplios sugieren un mayor grado de
diversidad tréfica. 2) Amplitud del 513C (RC), es el intervalo entre el organismo con el
valor mas alto de 513C y el organismo con el valor mas bajo de 513C y describe la
estructura horizontal (los diferentes productores) de la red tréfica, un intervalo amplio
sugiere una gran diversidad en la base de la red. 3) Area total de nicho (TA),
representa una medida de la cantidad total de espacio de nicho ocupado y, por lo
tanto, una aproximacion de la extension de la diversidad dentro de la red trofica. 4)
Distancia media al centroide (CD), proporciona una medida del grado medio de
diversidad dentro de la red trofica, en funcion del grado de espaciamiento entre los

organismos. 5) Distancia media al vecino mas cercano (NND), es una medida de la
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densidad global de agrupamiento de los organismos, que sugieren una mayor
redundancia tréfica si los valores son bajos. 6) La desviacion estandar de la distancia
al vecino mas cercano (SNND), medida que se ve menos afectada por el tamafio de
la muestra en comparacion al NND, sugiriendo una distribucién mas uniforme de los

nichos troficos (Ver mas en Layman et al., 2007; Jakson et al., 2001).

Aunado a lo anterior, en este capitulo se pretende conocer, comparar y evaluar la
ecologia trofica de las poblaciones troglobias de Astyanax mexicanus, utilizando
informacion de siete poblaciones pertenecientes a siete cuevas distintas, en dos
regiones geograficas Karsticas: La Sierra de El Abra y la Sierra de Guatemala. Esto,
mediante la evaluacion de las sefiales isotopica de 815N y 813C. Adicionalmente, se
quiere saber si existe una asociacion entre dichas sefnales y la ecomorfologia de las
poblaciones troglobias. Por ultimo, evaluar si la geomorfologia de las cuevas tiene un
impacto en la cantidad de recursos disponibles en las cuevas, que puedan afectar en
las senales reportadas para las distintas cuevas. Aportando por primera ocasion una
aproximacion de la estructura trofica para las poblaciones troglobias al noreste de

México.

Métodos

Is6topos estables

Se evalué la senal isotopica de d15N y d13C a partir del tejido muscular de 47
individuos provenientes de 7 localidades de cueva de la Sierra de El Abra y la Sierra
de Guatemala (tabla 8), capturados en el afio 2017. Las muestras fueron
deshidratadas colocandolas en sal (NaCl) para ser transportadas al laboratorio y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron rehidratadas en
agua miliQ, en reiteradas ocasiones hasta retirar todos los restos de sal,
posteriormente fueron colocadas en un horno sin conveccién a una temperatura de
60°C durante 48 horas para su desecacion. Luego fueron maceradas con mortero y
pistilo, se pesaron (1-1.5 mg) y se almacenaron en tubos estériles de 2 mL para ser
enviadas al Center of Stable Isotopes en la Universidad de Nuevo México, USA, para

obtener las tasas de isétopos estables del carbono (813C = 13C/12C) y nitrégeno
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(815N = 15N/14N). La desviacion estandar de la media fue 0.04 %o para 813C y
0.07 %o para d1NS5.

Tabla 8. Las 7 localidades utilizadas para los analisis de is6topos estables

Cueva Sierra Estado N
Sotano de Palma Seca  El Abra San Luis Potosi 13
Sotano de Yerbaniz El Abra San Luis Potosi 5
Sétano de Pichijumo El Abra San Luis Potosi 8
Sétano de Escondido Guatemala Tamaulipas 8
Sétano de Molino Guatemala Tamaulipas 8
Sétano de Caballo moro Guatemala Tamaulipas 5
Sétano de Vazquez Guatemala Tamaulipas 5

Mediante un ANOVA se evalué si habia diferencias estadisticas a nivel de regién
geografica (i.e. El Abra vs. Guatemala) en las sefales de 615N y 613C. Para
observar diferencias a nivel de poblacién se realizaron comparaciones pareadas por
medio de la U de Mann-Whitney, el valor de significancia fue corregido con el método
de Bonferroni, ambos analisis se llevaron a cabo en el programa R ver. 3.6.1. Se
realizé un analisis de nicho trofico con el método de las métricas de Layman (Layman,
2007): calculando las seis medidas: amplitud de nitrégeno (NR), amplitud de carbono
(CR), el area de nicho total (TA), la distancia media al centroide (CD), la distancia
media del vecino mas cercano (NND), y desviacion estandar de la distancia del
vecino mas cercano (SDNND), utilizando la biblioteca de SIBER ver. 2.1.4, en el
programa R ver. 3.6.1. Adicionalmente, se realizé un analisis de nicho tréfico con un
enfoque bayesiano, este analisis se diferencia del tradicional en que se trabaja
esencialmente con elipses de area estandar o “standard elipse area” (SEA por sus
siglas en inglés), las cuales, cumplen un rol similar para los datos bivariados como el
de la desviacion estandar para los datos univariados (Jackson et al., 2011). La elipse
esta respaldada por la matriz de covarianza generada por las dos variables, en este
caso las sefales de isétopos de 815N y 813C, lo que reduce el efecto por el tamafo
de la muestra. El enfoque bayesiano devuelve una distribucion de probabilidad

(posterior) a partir de una funcion de versosimilitud y las distribuciones de
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probabilidad previas de SEA. De esta manera, las elipses resultantes pueden
compararse de una manera cuantitativa y las diferencias entre las muestras pueden
establecerse con referencia a una probabilidad robusta. De manera similar a las
métricas de Layman, SEAg proporciona la estimacién de las 6 métricas que evaluan
el nicho tréfico, pero no se ven afectadas por el tamano de la muestra. Se corrieron
dos cadenas de Markov-Montecarlos (MCMC), con 10 000 permutaciones cada una,
posteriormente se depuraron los primeros 1000 valores obtenidos (burning) en la
biblioteca SIBER ver. 2.1.4 en el programa R ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019), con

base en el trabajo de Jackson et al. (2011).

Correlacion ecomorfolégica

Para evaluar la correlacion entre las sefales isotopicas y la variacion
morfoldégica se construyd una base de datos con todos los organismos de los cuales
se tenian datos de is6topos estables y ecomorfolégicos, teniendo un tamarfio de
muestra de 28 individuos. Se redujo el numero de variables ecomorfolégicas para
trabajar con aquellas que mejor se correlacionaron con los datos de is6topos estables.
Esto mediante la estandarizaron los datos por medio de la transformacion Z y un
Analisis de Componentes Principales (PCA), quedando un total de 12 variables:
Longitud estandar (LE), Longitud de la cabeza (LCa), longitud del hocico cerrado
(LHc), Longitud del hocico abierto (LHa), Intraorbital (In), Longitud del pedunculo
caudal (LPeC) Radios de la aleta dorsal (RAD), niumero de escamas de la linea
lateral (Escamas L), hidrodinamismo, proyeccién del hocico (Proyeccion H), apertura
relativa del hocico (Apertura RH) Y ancho relativo del hocico (Ancho RH). Finalmente
se realizé un analisis de correlaciones canonicas (CCA por sus siglas inglés) con la
nueva matriz de datos ecomorfoldgicos y la sefial isotopica, usando la biblioteca CCA
ver. 1.2 en R ver. 3.6.1. (Gonzalez et al., 2008).

Indice de entrada de nutrientes

Para conocer si las caracteristicas geomorfolégicas de las cuevas afectan la
sefal isotopica de 813C y 81N5, se desarrollé un indice de entrada de nutrientes
utilizando tres mediciones en las cuevas: 1) la distancia de la primera poza con peces
a la entrada de la cueva (DEP), 2) la profundidad de la cueva (BC) y 3) el nivel base
del valle (BLV). Y de este modo, para que nos ayude a comprender, si la sefial

isotopica se relaciona con la entrada de material aléctono debido a la cercania de la
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poza con la superficie o con el manto freatico del subsuelo. Para obtener la primer
medicidn, se descargaron mapas estratigraficos de las distintas cuevas en

http://www.mexicancaves.org/maps/SLP.html, con ayuda de la herramienta de

medicién de TPSDig se midio esta distancia, calibrando previamente con la escala
asignada en cada mapa. Las otras dos mediciones fueron tomadas de diversas
fuentes bibliograficas (Elliot, 2018; Mitchell; 1977). Después empleamos la siguiente

ecuacion:
DEP
BC — BLV

Donde: IN son las siglas asignadas al indice de entrada de nutrientes, DEP es la

IN =

distancia de la primera poza con peces a la entrada de la cueva (tomando en cuenta
la distancia vertical y horizontal dentro de la cueva, Fig. 15y 16); este valor se va a
dividir por el resultado de la sustraccién de BC, que es la profundidad de la cueva; y
BLV que es el nivel base del valle. Si el valor del indice es mayor a 1, se debe a la
cercania de la poza con la entrada de la cueva, por lo tanto, los valores del DEP, no
seran muy altos y el resultado de la sustracciéon de BC-BLV, sera aun menor y se
esperaria que los valores de la sefal isotopica se relacionen directamente con la
entrada de material aléctono. Si se obtienen valores menores a 1, se debe que la
poza esta mas cerca del fondo de la cueva y mas alejada de la entrada, por lo tanto,
incluso cuando el valor de DEP puede ser alto, el resultado de la sustraccion de
BC-BLV, sera un valor muy cercano al DEP o incluso mayor, entonces, esperando
que los valores de los is6topos estables se deban a la contribucion de material por el
manto freatico. Ademas, se evalué si existe una relaciéon entre el IN y las sefales
isotopicas obtenidas, realizando una regresion lineal con los valores obtenidos del IN
para las diferentes cuevas y los valores promedio de los datos de la sefal isotopica
de 813C y 615N.
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Fig. 15 Mapa vertical editado de las cuevas de la Sierra El Abra de las que se tienen datos para
trabajar en el segundo capitulo. Las estrellas resaltan las pozas de las que se obtuvieron los peces,

por lo tanto, son las que se tomaron en cuenta para calcular la DEP.
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Fig. 16 Mapa vertical editado de las cuevas de la Sierra de Guatemala de las que se tienen datos para
trabajar en el segundo capitulo. Las estrellas resaltan las pozas de las que se obtuvieron los peces,

por lo tanto, son las que se tomaron en cuenta para calcular la DEP.
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Resultados
Analisis de is6topos estables

Los resultados del ANOVA sefalan que hay diferencias estadisticas
significativas para ambas sefales de isétopos estables a nivel de regidén geografica
(615N: p = <0.05, 513C: p < 0.05) y a nivel de poblacion (815N: p < 0.05, 13C: p <
0.05). Lo que indica que la sefial isotdpica de 515N y 613C es diferente en al menos

una de las poblaciones asociadas a las siete cuevas analizadas (tabla 9).

Tabla 9. ANOVA de las sefales de is6topos estables. Los valores resaltados en negritas y con un *

son estadisticamente significativos: p> 0.05

ONitrogeno GL Valor F VanrP:6Carbono GL Valor F Valor P

1

Region 1 12.010 <0.05* | Regidn 1 10.802 <0.05*
1

Poblacion 5 8.702 <0.05* 1 Poblacion 5 11.182 <0.05*
1

Residuales 40 | Residuales 40
1

En las comparaciones a nivel poblacional, para la sefial de 815N, Yerbaniz fue la
poblacién con menor nivel para la Sierra de EI Abra, mientras que Montecillos fue la
poblacién con el valor mas alto (815N = 9.19y 10.92, respectivamente), siendo la
poblacién mas enriquecida para ambas regiones geograficas, sin presentar
diferencias estadisticas para las tres poblaciones de la Sierra de El Abra. La unica
poblacién que mostré diferencia estadisticas significativas para 815N fue Molino, que
a su vez, es la que tiene el valor mas bajo en los dos sistemas (615N = 8.55), siendo
la poblacion menos enriquecida del estudio, esta se encuentra en la Sierra de
Guatemala, y las diferencias fueron con las poblaciones mas enriquecidas, es decir
Montecillos y Palma seca de la region El Abra (tabla 10). Para el caso del Carbono,
se encontraron valores mas similares para las poblaciones dentro de las dos regiones
geograficas. La sierra de El Abra tiene valores ligeramente mas bajos, siendo
Montecillos la poblacién que tiene un valor mas bajo (613C =-29.80) y es la
poblacién menos enriquecidas en ambas regiones geograficas (Fig. 16A), a su vez,
siendo la unica que presenté diferencias estadisticas significativas con la poblacion
mas enriquecida, la cual es Escondido de la Sierra de Guatemala (813C = -24.7). No

hubo diferencias significativas en las demas comparaciones pareadas (tabla 10).
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Tabla 10. Comparaciones pareadas a nivel poblacional de la sefial isotopica, mediante el método de
Mann-Whitney. Los valores con * son estadisticamente significativos después de aplicar la correccién
de Bonferroni p < 0.0083.

015N Palma seca Montecillos Yerbaniz Caballo Moro Escondido Molino

Montecillos p=0.312
Yerbaniz p=0.05 p=0.15
Caballo moro p =0.166 p-=0.071 p=0.116

Escondido p =0.309 p=0.124 p=0.105 p=0.76

Molino p<0.001* p<0.001* p=0.076 p=0.055 p=0.25
Vazquez p =0.084 p =0.045 p=0.142 p=1 p =0.60 p = 0.051
013C

Montecillos p = 0.025*
Yerbaniz p=0.48 p=0.142

Caballo moro p =0.52 p=0.04 p = 0.095

Escondido p=0.05 p<0.001* p=0.041 p= 0.170
Molino p = 0.468 p=0.13 p=1 p=0.22 p=0.15
Vazquez p=1 p=0.035 p=0.402 p=0.115 p=0.066 p=0.65

Anélisis de isotopos estables: métricas de Layman

De acuerdo con los resultados en las seis métricas de Layman, se obtuvo que
el nicho tréfico de la region del Abra fue mas amplio y con una menor redundancia
trofica comparado con la region de Guatemala. Estas diferencias entre las regiones
son visibles en los poligonos obtenidos para el CR (3.40 vs. 2.50), TA (2.27 vs. 1.47),
NND (2.01 vs. 1.05) y SNND (0.95 vs. 0.45), donde para todas las métricas la Sierra
de El Abra presento los valores mas altos (Fig. 17A, 18A y tabla 11). A nivel de
poblacién, Palma seca es la que tiene mayor amplitud de nicho en los dos sistemas
geograficos (CN = 2.5, CR =6.10, TA = 7.06; tabla 11), mientras que Vazquez la que
presenta los valores mas bajos, siendo la poblacion que tiene mayor redundancia
tréfica (CN = 0.60, CR = 1.40, TA = 0.62; tabla 11).
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Fig. 17 Andlisis de nicho tréfico de las senales isotopicas. A) Bi-plot de las sefales 615N y 613C
analizadas con las métricas de Layman. En triangulos: las poblaciones de la Sierra de El Abra que
delimitan el poligono azul. En circulos: las poblaciones de la Sierra de Guatemala que delimitan el
poligono rojo. B) Analisis de SEAB de las métricas de Layman representado con un diagrama de cajas
y bigotes. El punto negro representa la media. En tonos azulados: las poblaciones de la Sierra de El

Abra, en tonos rojos: poblaciones de la Sierra de Guatemala.

Los resultados obtenidos por la area de elipse estandar con enfoque bayesiano
(SEAg; Fig. 17B y18), fueron consistentes con los analisis tradicionales observando
que hay diferencias entre las regiones geograficas, con SEAg mas amplios para la
Sierra de El Abra. La poblaciéon de Montecillos es la que presenta los valores de SEAg
mas altos, siendo en este punto contrastante con los analisis tradicionales, donde
Palma Seca es la poblacion con las métricas mas altas, mientras que Yerbaniz es la
que presenta los valores de SEAg mas bajos en la Sierra de El Abra. En el caso de

Guatemala, Escondido es la poblacion que presenta los valores de SEAs mas altos y
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Vazquez los mas bajos, siendo consistentes con el analisis tradicional. Analizando las
regiones geograficas en conjuntos, podemos apreciar que la métricas de Layman
para la regidon de El Abra son mayores de acuerdo con los valores del SEA en
comparacioén con la region de Guatemala (tabla 11 y Fig. 18). Estos resultados son

consistentes con los resultados de las métricas tradicionales.

Tabla 11. Resultados de las seis métricas de Layman. Resaltados en Azul las poblaciones de la Sierra

el Abra. Resaltados en naranja, poblaciones de la Sierra de Guatemala.

Poblacion NR CR TA CD NND SDNND

PalmaSeca 25 6.10 7.06 1.62 0.74 042
Yerbaniz 1.60 240 179 095 099 0.09

Montecillos 1.20 420 249 193 218 1.69

Caballo Moro 1.30 2 0.90 0.72 0.69 0.29
Vazquez 0.60 1.40 0.42 0.48 043 0.22
Escondido 3.20 590 6.53 1.70 1.03 0.70
Molino 11 4 229 130 045 0.17

RN = Amplitud de nitrégeno, RC = Amplitud de Carbono, TA = Area total de nicho, CD = Tamafio medio del

centroide, NND = Distancia al vecino mas cercano, SDNND = Desviacion estandar al vecino mas cercano

SEA; de las métricas de Layman

Valor SEA
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Fig. 18 Analisis de SEAB de las métricas para la dos regiones geograficas por separado, representado
por un diagrama de cajas y bigotes donde el punto negro representa el valor medio de cada medida. B)
Analisis de SEAB de las métricas de Layman para las poblaciones de la Sierra El Abra. C)Analisis de

SEAB de las métricas de Layman para las poblaciones de la Sierra de Guatemala.
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Correlacion entre la ecomorfologia y sefal isotopicas

En la correlacion de las matrices de la sefal isotopica y la matriz de variables
ecomorfologicas reducidas, se encontré que no hay una correlacién fuerte entre la
ecomorfologia y la senal de isétopos estables. Sin embargo, algunas de las variables
ecomorfologicas asociadas a habitos tréficos mostraron los valores de correlacion
mas alta, destacando la proyeccion del hocico (P. Hocico) y la longitud del hocico
cerrado (LHc) para la sefal de 615N (Corr = 0.326, Cor = 0.299, respectivamente,
tabla 12), mientras que el ancho relativo del hocico fue la que presento el valor mas
alto de correlacién con 613C (Cor = 0.301, tabla 12).

Tabla 12. Valores de correlacion entre las variables morfolégicas y los datos de la sefial isotopica. Se

resaltan en negritas los valores de correlacion mas alta para cada sefial isotopica.

Variable 015N 013C
LE -0.150 0.133
LCa -0.042 0.096
LHc 0.299 0.215
LHa -0.014 0.094
In 0.227  0.051
LPeC -0.208 0.105
RAD 0.109 -0.133
Escamas 0.089 -0.029
Hidrodinamismo -0.045 0.053

Proyeccién del Hocico 0.326 0.204
Altura relativa del Hocico -0.293 0.133

Ancho relativo del Hocico -0.131 0.301

El andlisis de correlaciones candnicas arrojo dos dimensiones, creadas por la
correlacion de matrices, generando un grafico donde se aprecia una separacion a
nivel de region geografica. Por un lado, la matriz que mas impacto tiene en las dos
dimensiones es la sefal isotdpica. Teniendo la carga positiva en la dimension 1 por
parte del 815N, es donde se encuentran distribuidas las poblaciones de la Sierra el

Abra (Fig. 19). En el lado negativo se encuentra la sefial de 613C, donde se
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encuentran las poblaciones de la Sierra de Guatemala. En la dimension 2 |la variable
mas importante es también 813C. Las variables ecomorfologicas no tienen un efecto
fuerte en la separacion de las regiones geograficas, siendo congruentes con los

resultados de que no hay una correlacidon entre las matrices de datos.

CCA Senal Isotépica y Ecomorfologia
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Fig. 19 Andlisis de correlacion candnica entre la sefial de los isétopos estable y la variacion
ecomorfoldgica. En Tridngulos, las poblaciones de la Sierra el Abra y delimitan el poligono azul. En

circulos, las poblaciones de la Sierra de Guatemala que delimitan el poligono rojo.

Indice de entrada de nutrientes

En los resultados obtenidos del indice de entrada de nutrientes, se observo un
patrén que nos indica que las poblaciones presentes en cuevas con una mayor
profundidad exhibieron valores negativos del indice, siendo la cueva de Escondido
(BC =159 msnm, DEP = 180 m, IN = -6.2) la que presenta los valore mas bajos,
seguido de Yerbaniz (BC = 145 msnm, DEP =200 m, IN = -4.4) y Vazquez (BC = 277
msnm, DEP =480m, IN = -4.1), esta ultima cueva a pesar de ser la que presenta mas
profundidad (BC) y mayor distancia de la poza a la entrada (DEP), no es la que tiene
el valor mas bajo como se esperaba (tabla 13). Por otro lado, las poblaciones que
habitan cuevas que tienen una menor profundidad (BC) y menor distancia de la poza
a la entrada (DEP) obtuvieron valores del indice mas altos, como Caballo Moro (BC =
109 msnm, DEP =100 m, IN = 1.23), Molino (BC = 125 msnm, DEP = 100 m, IN = 20),
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Palma seca (BC = 98 msnm, DEP = 134 m, IN = 2) y Montecillos (BC = 98 msnm,
DEP =100 m, IN = 60) que es la que obtuvo el valor mas alto de todos (tabla 13).

Tabla 13. Valores de los parametros de distintas cuevas que se utilizaron para construir el indice de

entrada de nutrientes. Se incluyen el valor del indice y el promedio de la sefial de isotdpica por cueva.

Cueva 515N 013C DEP BC BLV IN

(m) (msnm) (msnm)
Montecillos 10.9 -29.8 120 98 100 60
Yerbaniz 9.1 -27.23 200 145 100 -4.4
Palma Seca 10.4 -26.43 134 98 165 2
Caballo moro 9.97 -26.11 100 109 190 1.23
Molino 8.55 -27.22 100 125 130 20
Escondido 9.98 -24.7 180 159 130 -6.206
Vazquez 9.94 -26.76 485 277 160 -4.145

DEP = Distancia de la poza con peces a la entrada de la cueva, BC = Profundidad de la cueva, BLC =

Nivel base del valle, IN = indice de entrada de nutrientes.

Para visualizar si hay un efecto de que la geomorfologia de cada cueva puede alterar
la obtencién y asimilacion de los recursos troficos, se realizé una regresion lineal
entre la sefal isotdpica de (015N y 813C) y los valores del indice de entrada de
nutrientes para el caso del nitrégeno, se aprecia una tendencia en la que el valor del
nitrégeno sube, conforme incrementa el valor del indice, lo que nos indica que en las
cuevas con menos profundidad (BC) y distancia de la poza a la entrada de la cueva
(DEP) se pueden presentar redes tréficas mas complejas, aunque de acuerdo al valor
de R: obtenido (R: = 0.13), la relacion no es significativa (Fig. 20A). Caso contrario al
carbono, que mostré una relacién inversa, donde el valor del carbono baja, conforme
incrementa el valor del indice, indicando dos cosas, que pueda haber mayor
diversidad en la base de la red tréfica, o que la base de la productividad primaria
puede ser distinta en las cuevas mas profundas. A diferencia del nitrogeno la linea de

tendencia es mas marcada y tiene un valor de R: (R: = 0.75) mas alto (Fig. 20B).
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Fig. 20 Regresion lineal de las sefales isotépicas y el indice de entrada de nutrientes. En triangulos:
las poblaciones de la Sierra de El Abra. En circulos: las poblaciones de la Sierra de Guatemala. A)
Sefial del nitrégeno. B) Sefial del Carbono.

Discusién

Los estudios de is6topos estables de nitrogeno (615N) y carbono (613C)
proporcionan herramientas muy utiles para estimar la estructura de las redes tréficas,
pudiendo determinar el nivel o posicion tréfica y el flujo de carbono y nitrégeno en los
consumidores de la red (Post 2002). Los resultados obtenidos en este capitulo nos
brindan la primera aproximacién para conocer ciertos aspectos de la ecologia trofica

de las poblaciones de Astyanax troglobios en las cuevas de la Sierra de El Abray la

Sierra de Guatemala.
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Determinando la ecologia trofica con 815N y 613C

A grandes rasgos las sefales isotdpicas son ligeramente diferentes a nivel de
region geografica y en donde es posible observar una variaciéon entre las sefales
isotopicas para cada poblacion, teniendo en las cuevas de la Sierra de El Abra las
sefales mas altas de 615N y mas bajas de 813C. La sefial de 815N nos explica la
complejidad vertical de la red tréfica, mediante la identificacion de los niveles tréficos
presentes formados por los productores y depredadores (Zanden & Rasmussen,
1999; Post et al., 2002; Bearhop et al., 2004, Layman et al., 2007; Jackson et al.,
2011). En nuestro sistema, la poblacién de Montecillos presento los valores mas altos
(615N = 10.9), y Molino los valores mas bajos (615N =8.55). En este sentido se
propone que entre niveles troéficos puede haber de 3 - 4 puntos de diferencia (Zanden
& Rasmussen, 1999; Post et al., 2002), lo que nos plantea que el nivel trofico de los
peces troglobios es similar en las distintas cuevas, sin embargo, la sefial isotopica de
un consumidor por si sola generalmente no es suficiente para inferir la posicion tréfica
sin una linea base isotdpica apropiada (Zanden & Rasmussen, 1999; Post 2002), que
regularmente esta conformada por los productores primarios y los consumidores
primarios (presas potenciales, ver mas en Zanden & Rasmussen, 1999). Se ha
reportado con anterioridad que los Astyanax troglobios se alimentan principalmente
del detritus en las pozas, pero que también son depredadores activos sobre todos en
las primeras etapas de su vida, encontrando principalmente microcrustaceos en sus
estdmagos (Espinasa et al., 2017), proponiendo que en la etapa juvenil ser
depredadores activos les permite nutrirse de forma adecuada hasta llegar a ser
adultos (Espinasa et al., 2017). Sin embargo, en multiples expediciones, también se
les ha visto ser oportunistas consumiendo animales que caen en las pozas como
artrépodos o murciélagos. Por otro lado, los estudios del microbioma de las
poblaciones de cuevas (Ornelas-Garcia et al. 2018), han sugerido que los peces de
cuevas pueden corresponder con habitos omnivoros. En contraste, otros vertebrados
como la salamandra troglobia Eurycea spelaea, se alimenta de guano de murciélago
y su sefal isotépica es mas enriquecida a la emitida por el guano, el cual aporta
valores nutricionales comparables con presas potenciales de invertebrados (Fenolio
et al., 2006). Por lo tanto, aunque seria importante en futuros estudios contemplar la
red tréfica completa o incluso corroborar las sefales isotdpicas con contenidos

estomacales, pudimos constatar que no hubo diferencias en el nivel trofico entre
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cuevas de ambos sistemas, Sierra de El Abra y Sierra de Guatemala en 615N. Por
otro lado, la sefal de 813C nos permite conocer la diversidad en fuentes de carbono
en la red trofica (Zanden & Rasmussen, 1999; Post et al., 2002; Bearhop et al., 2004,
Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011). Nuestros resultados mostraron ligeras
diferencias en la sefial de 613C (desde -28.9 en Montecillos hasta -24.7 en
Escondido), estos valores son similares a los reportados para material vegetal en
otros sistemas karsticos anquihalinos (613C = -35 a -25, Brakovits et al., 2017), pero
difieren de lo reportado para bacterias metanotréficas (613C = -75 a -45, ver mas en
Brakovits et al., 2017; Chavés-Solis et al., 2020). Con base en lo anterior, podemos
intuir que la fuente principal de carbono en estas cuevas es la materia vegetal que
proviene del exterior de las mismas, incluso para las cuevas con mayor profundidad
como Vazquez (613C = -26.76, profundidad = 277 mts), siendo esta materia vegetal

en descomposicion parte de la dieta que ingieren los peces.

Por ultimo, las métricas de Layman nos mostraron que la Sierra de El Abra mostré un
tamano de area de nicho (TA) mayor y menor redundancia trofica (SDNND), en
comparacioén con la Sierra de Guatemala. Estas medidas suelen usarse como una
medida cuantitativa del nicho ecoldgico que ocupa una poblacién (Bearhop et al.,
2004, Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011). Para el caso de TA, corresponde
con el ancho total del nicho que la poblacidén puede explotar, y con base en nuestros
resultados, la poblacion de Palmaseca de la region de la Sierra de EI Abra (TA = 6.10)
es la que presento el valor mas alto, con un fuerte contraste con la poblacién de
Vazquez de la Sierra de Guatemala (TA = 0.42). A su vez, Vazquez mostro los
valores de similitud general de nicho tréfico entre los individuos mas bajos (SDNND =
0.22), lo que se puede traducir en que hay una mayor redundancia tréfica, y por tanto,
determina que la competencia por los recursos para la poblacién podria ser mas
intensa (Bearhop et al., 2004, Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011).

Senal isotdpica y ecomorfologia

La asociacion entre la divergencia morfoldgica y la segregacion ecoldgica entre
especies cercanamente emparentadas, puede ser considerada como una sefal de
seleccién divergente y finalmente especiacion ecoldgica (Schluter, 2001), por lo tanto
entender la relacion entre la divergencia morfoldgica y tréfica puede dar sefiales de

divergencia adaptativa (Ornelas-Garcia et al. 2018). En el presente estudio no se
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observo una fuerte correlacion entre las sefiales isotopicas de 815N y 613C y la
ecomorfologia de las poblaciones troglobias. Sin embargo, las tres mediciones
ecomorfologicas con el valor de correlacidn mas alto estan directamente relacionadas
con la adquisicion de recursos, estas son la Proyeccion del hocico (P. Hocico), la
longitud del hocico (LHc) y el ancho relativo del hocico (An. Hocico), las cuales
pueden mostrar las mayores modificaciones morfolégicas en respuesta a la
funcionalidad de los peces para adquirir diferentes recursos alimenticios (Villéger et
al., 2010; Cordova Tapia y Zambrano, 2016; Ornelas-Garcia et al. 2018; Garita
Alvarado et al. 2018). Estudios de diversidad morfolédgica tréfica en ciclidos africanos,
donde se han dado la mayores radiaciones adaptativas, diversas especies
simpatricas coexisten los grandes lagos como Malawi y Tanganika y presentan
exclusién competitiva por medio de la especializacion tréfica (Albertson et al., 2005).
Esto ha sido posible probarlo al correlacionar los analisis de is6topos estables y de
diversidad morfoldgica, siendo los peces con morfologias similares los que presentan
posiciones troficas similares y viceversa mientras mayor sea la diferencia morfologica
mayor sera la diferencia en las sefales isotopicas (Montafa et al., 2013). En el
género Astyanax también se ha probado una asociacién entre la especiacion trofica y
los analisis de is6topos estables, entre dos especies simpatricas en el lago Catemaco,
Veracruz. Estas son A. aeneus y A. caballeroi, donde se ha reportado que la
divergencia morfoldgica de los rasgos relacionados con los habitos tréficos esta
asociada con la particion de nichos ecoldgicos, permitiendo la coexistencia de dos
especies estrechamente relacionadas y logrando reducir la competencia
interespecifica (Ornelas-Garcia et al., 2018). Consideramos que aunque los niveles
de correlaciéon de nuestras variables morfolégicas son bajos, nos brindan la primera
aproximacion para conocer la asociacion entre la diversidad morfoldgica de los
Astyanax troglobios y su posicion en los niveles tréficos en las cuevas, aunque aun
son necesarios mas estudios para conocer mas afondo la red trofica de estos

ambientes.

Sefial isotépica e Indice de entrada de nutrientes

Al no contar con la linea base isotépica adecuada, este indice de entrada de
nutrientes (IN) fue propuesto para comprender si las caracteristicas fisicas de las
cuevas pueden tener un efecto en las diferencias del enriquecimiento de la senal

isotopica para las distintas cuevas. Ya que se ha demostrado con anterioridad que los
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atributos fisicos de una cueva se correlacionan con la estructura de las comunidades
en diversas cuevas tropicales en Brasil (Simdes et al., 2015), donde la riqueza
especifica se correlaciona positivamente con cuevas con entradas amplias, de mayor
tamano y con la presencia de cuerpos o flujos de agua. Los resultados obtenidos
encontraron una relaciéon que apunta a que las poblaciones de las cuevas que
presentan valores del IN positivos, tienden a tener valores de 815N mas enriquecidos
en comparacién con las poblaciones que tuvieron valores del IN negativos. Esta
correlacion no fue significativa, pero corresponde con las diferentes caracteristicas
fisicas de las cuevas que evaluamos en este estudio, destacando que para valores
positivos de IN competen con cuevas cuya distancia de la entrada de la cueva a la
poza (DEP) donde habitan los peces, no es muy amplia, por lo que materiales
aloctonos que entran por las cuevas no recorren mucha distancia hasta llegar a las
pozas. Mientras que para las cuevas que presentaron valores del IN negativos, la
distancia desde la entrada (DEP)fue mayor, exponiendo la lejania del material
aléctono a las pozas donde habitan los peces. Ademas, son cuevas con mayor
profundidad (BC), haciendo muy complicado que la entrada de material aléctono
llegue hasta las pozas. Mientras que para la senal de 613C, la relacion fue inversa,
esta era menos enriquecida conforme incrementa el valor del IN, lo que nos indica
que es posible que una mayor entrada de material vegetal a las cuevas podria afectar
este enriquecimiento, siendo las cuevas con mayor distancia desde la entrada (DEP)
y profundidad (BC), a las que llegue menos material vegetal. Los habitats que tienen
acceso a recursos por la cercania con la entrada llegan a tener niveles altos de
biodiversidad (Simdes et al., 2015). Sin embargo, las cuevas con mayor tamafo
también presentan niveles altos de diversidad con una mayor zonacion, y para cada
zona se pueden encontrar diferentes organismos que presenten altos grados de
especializacion al modo de vida troglobio (Ferreira, 2000; Culver et al., 2004;
Souza-Silva et al., 2011; Simdes et al., 2015)

Con base en lo anterior proponemos que la entrada de material aléctono afecta a la
dinamica de la ecologia tréfica de cada cueva, y la cual esta dada por el arrastre de
material vegetal por las corrientes de agua, la percolacion de agua de lluvia y la
facilidad de que la fauna pueda acceder a la cueva (White & Culver, 2012), viéndose
reflejado en los valores de IN para cada cueva, con valores del IN positivos

en Montecillos y Palma seca en la Sierra de El Abra; Molino y Caballo Moro en la
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Sierra de Guatemala, mientras que para las cuevas con IN negativos Yerbaniz para la
Sierra de El Abra; Escondido y Vazquez para la Sierra de Guatemala, las cuales
difieren de manera manera importante en sus atributos como tamano, distancia de la
entrada a la poza (DEP), y profundidad. Ademas de las causas mencionadas, es
posible que la entrada de nutrientes también pueda ser directamente del manto
freatico, después de todo, se ha presentado para ambas regiones geograficas
patrones hidrologicos complejos que podrian permitir interconexion entre distintas
cuevas (Eliot, 2018), estos patrones también se verian afectados en la época de
lluvias, cuando suben los niveles de agua de los cuerpos acuaticos exteriores como
se han reportado para otras cuevas tropicales (Souza Silva et al., 2011; Simdes et al.,
2015).

Conclusion

Las senales isotopicas de 615N y 813C presentaron diferencias entre las
cuevas analizadas, lo que implica que cada una puede presentar una dinamica propia
en el ciclo de nutrientes. Las métricas de Layman nos indicaron que las poblaciones
de la Sierra de El Abra tienen una mayor area de nicho ecolégico y menor
redundancia trofica en comparacion con las poblaciones de la Sierra de
Guatemala. A pesar de las diferencias en las sefales isotdpicas, nuestros resultados
sugieren que el nivel trofico (815N = de 8.55 a 10.9) y la base de carbono (613C = de
-24.7 a -28.9) entre las poblaciones de Astyanax troglobios es similar y por lo tanto no
corresponden con diferentes niveles tréficos. No se encontrd una correlacion entre
las sefiales isotdpicas y la ecomorfologia, sin embargo, los rasgos morfolégicos
asociados a la adquisicion de recursos fueron los que tuvieron el valor de correlacion
mas alta con la sefial de 815N. Por ultimo, las sefales isotdpicas pueden verse
afectadas por las caracteristicas fisicas de las cuevas, destacando aspectos como la
profundidad y la distancia de la entrada a la poza de los organismos, lo que puede
alterar directamente la entrada de nutrientes a cada cueva. Se considera que mas
estudios son necesarios para conocer las redes troficas, asi como su interaccion con
las caracteristicas hidrogeoldgicas de cada cueva, asi como una comparacion con la
ecologia de sus homologos de superficie y de este modo entender el impacto de los

aspectos ecoldgicos en la evolucion de estos peces.
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CAPITULO lll: Procesos que afectan la
evolucién morfolégica

Introduccion

Es posible examinar la evolucidén de un organismo a través del estudio de sus
caracteristicas, como sus secuencias de DNA, RNA y sus proteinas, sus vias
bioquimicas, el desarrollo embrioldgico, las caracteristicas anatomicas,
comportamiento, historias de vida e interacciones inter e intra especificas (Futuyma &
Kirkpatrick, 2017). Para el caso de la evolucion morfolégica, la interaccion entre la
forma y funcion de los organismos puede promover o limitar la evolucion de nuevas
caracteristicas (Wake, 1982). Bajo este contexto, se han identificado diferentes
procesos que pueden promover el cambio evolutivo, destacando los siguientes: 1) el
uso y competencia por los recursos, que a menudo afectan o incluso determinan las
fuentes de la seleccion natural en rasgos morfoldgicos (Myers, 1988; Scoville et al
2010; Wagner & Altenberg, 1996); 2) la distribucion geografica (Wainwright, 1988;
Klingenberg y Ekau, 1995); 3) la inercia filogenética de los organismos; 4) la asimetria
fluctuante (Valen, 1982), 5) y la modularidad (Wagner y Altenberg, 1996). En
particular en nuestro estudio estamos interesados en identificar los diferentes
procesos que pueden afectar la evolucion morfolégica en Astyanax mexicanus, un
pez de la familia characidae que presenta dos morfotipos, uno asociado a la vida de
superficie y otro adaptado a la vida cavernicola denominado troglobio. Estos peces
han tenido al menos dos eventos de invasion a las cuevas, originando dos linajes
genéticos (Wilkens, 1988; Ornelas Garcia et al., 2008; Herman et al., 2018) que han
tenido que evolucionar en condiciones ambientales extremas (oscuridad perpetua,
diferencias en temperatura, corriente, oxigenacion, etc.; Whiter & Culver, 2012). De
este modo, la evolucién modular, asi como las restricciones impuestas por la historia
evolutiva, podrian afectar la adaptacién de los dos linajes del género Astyanax a la

vida cavernicola.

Modularidad

La evoluciéon modular o modularidad, se ha propuesto como un mecanismo que

promueve la divergencia adaptativa ya que permite la variacion independiente de
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diferentes unidades anatémicas, denominadas médulos (Wagner & Altenberg, 1996).
Los modulos son un conjunto de caracteristicas que estan fuertemente integradas
entre si y varian de otros conjuntos en el plano corporal de un organismo, siendo el
concepto contrario la integracion, que se refiere a una fuerte correlacion uniforme de
todas las caracteristicas en el plano corporal (Wagner & Altenberg, 1996; Klingenberg,
2009; 2014). Por lo tanto, aunque los organismos responden de manera integrada a
las presiones de seleccidn, las sefiales ambientales pueden afectar de manera
diferencial (modular) el cambio morfolégico (Cardini & Elton, 2008). La evolucién
modular puede darse en diferentes niveles: estatico, genético, funcional, ambiental,
de biologia del desarrollo y evolutivo,y en cualquiera de los niveles se estudia en

conjunto con la integracién (Klingenberg, 2009; 2014).

Las grandes radiaciones en los ciclidos africanos han sido un buen modelo para los
estudios de evolucion modular. En particular la fusion de los ultimos arcos faringeos,
constituyendo las placas faringeas, las cuales se han sugerido como un ejemplo de
evolucion modular (Hulsey et al., 2019) asi como mddulos entre la regidn preorbital y
postorbital del craneo (Albertson et al., 2003; 2005; Cooper et al., 2010; Parsons et
al., 2011). En este sentido se ha sugerido que la modularidad puede ser una
‘innovacion clave” para estos peces, donde las mandibulas orales pueden
modificarse en funcion a los distintos habitos troficos, teniendo una influencia en la
tasa y direccion de la divergencia adaptativa (Parsons et al., 2011). En los caracidos,
se ha estudiado la presencia de evolucion modular en dos especies lacustres
hermanas, Astyanax aeneusy A. caballeroi, las cuales se diferencian por sus habitos
troficos, en el Lago Catemaco, Veracruz, donde se probaron diferentes hipotesis de
modularidad, siendo las mejores soportadas las que dividian el craneo entre la regidn
pre y post orbital, asi como a la cabeza del resto del cuerpo (Ornelas-Garcia et al.,
2017). Estas hipotesis modulares sugirieron que la presencia de estos modulos en el
craneo y el cuerpo podria tener un papel en la segregacion tréfica y de locomocion
entre las dos especies (Ornelas-Garcia et al., 2017). En el presente estudio,
consideramos que el morfotipo troglobio y de superficie de Astyanax mexicanus
pueden mostrar patrones de evolucion modular que podrian facilitar su adaptacién a
las cuevas, de forma similar a lo que se ha reportado en otros procesos de

divergencia adaptativa entre especies lacustres del género Astyanax.
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Senial filogenética

La sefal filogenética describe una tendencia (patrén) de los organismos
relacionados evolutivamente a parecerse entre si, sin ninguna implicacion en cuanto
al mecanismo que podria causar tal semejanza (Blomberg et al., 2003; Revell et al.,
2008; Adams, 2014), en otras palabras, describe la dependencia estadistica entre los
valores de las caracteristicas de las especies debido a su covarianza filogenética
(Revell et al., 2008). Esta covarianza se define como el promedio de los valores de
alguna caracteristica de los diferentes organismos que conforman el grupo, cada uno
es medido como una desviacion de la “media filogenética” para dicha caracteristica.
Esta media filogenética equivale al estado ancestral en el nodo raiz de la filogenia vy,
por lo tanto, también el valor esperado para el fenotipo bajo un modelo evolutivo
(Rohlf, 2001; Revell et al., 2008). Es comun equiparar una fuerte senal filogenética
como una sefal de conservadurismo evolutivo, lo que implica bajas tasas de cambios
evolutivos entre los organismos que componen la filogenia (e.g., Zanne et al., 2005;
Ossi & Kamilar, 2006; Swenson et al., 2007). Por el contrario, una baja sefial
filogenética hace referencia a la labilidad evolutiva dentro del grupo, que se relaciona
con cambios evolutivos rapidos, pero sin especificar en un proceso que esté
implicado, como la deriva genética o la seleccién natural (e.g., Gittleman et al., 1996;
Blomberg et al., 2003; Rheindt et al., 2004; Silvertown et al., 2006).

El presente capitulo tiene como objetivo evaluar la presencia de dos procesos
que afectan la evolucién morfolégica en el complejo Astyanax, a nivel de linaje y
morfotipo asociado al ambiente. Por un lado, se evalud la modularidad como el
proceso que promueve esta evolucion en la forma del cuerpo y de la cabeza,
planteando una serie de hipétesis a priori que nos permitieron conocer los diferentes
grados de modularidad e integracion presentes. Y, a su vez, se evaluo la seial
filogenética de la forma para estimar la limitacion de la evolucion morfolégica para la
forma del cuerpo y de la premaxila, utilizando la filogenia resuelta mas reciente para
la determinacion de la covarianza filogenética con los rasgos morfolégicos

multivariados.
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Métodos

Modularidad

Se buscé evidencia de evolucidon modular en Astyanax mexicanus entre
morfotipos asociados al ambiente (i.e. troglobios vs. superficie) y la interaccion
linaje-morfotipo (i.e. viejo troglobio y superficie vs Nuevo troglobio y superficie).
Utilizando dos marcos morfolégicos: la forma del cuerpo (n = 216, 12 landmarks
homaologos y una curva con 15 pseudolandmarks), ya la forma de la cabeza (n = 90,
14 landmarks homologos y dos curvas, la dorsal con 8 pseudolandmarks y la ventral

con 9 pseudolandmarks; ver Fig. 21).

Fig. 21 Los diferentes marcos morfolégicos utilizados para los analisis de modularidad y seiial filogenética de la

forma. A) forma de la premaxila, B) forma del cuerpo, C) forma de la cabeza

Con estos datos morfométricos se propusieron cuatro hipotesis a priori con base en
criterios anatémicos y funcionales, tres para la forma del cuerpo y una para la forma
de la cabeza (Fig. 22 y tabla 14), utilizando la covariacion entre los rasgos que
delimitan una estructura o médulo como criterio para evaluar la modularidad. Las
hipétesis se analizaron con el coeficiente de la tasa de covarianza (CR) propuesto por
Adams (2016), el cual, se calcula mediante las covarianzas pareadas entre variables,
dentro y entre los diferentes médulos. Este método no es sensible al tamafio de la
muestra, el numero de variables que componen los marcos morfoldgicos o el numero
de hipoétesis propuestas, lo cual provee una cuantificacidén robusta para la fuerza de
asociacion entre los modulos (Adams, 2016; Randau & Goswami, 2017; Felice et al.,
2019; Adams & Collyer, 2019). El valor de CR obtenido va de 0 a algun valor positivo,
mientras mas bajo sea el valor de CR hay una mayor fuerza de asociacion modular,

por lo que la correlacion de las variables entre modulo es mayor y menor con
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respecto a los modulos restantes. Si los valores son altos, o superiores a 1,
generalmente nos indican que el nivel de integracién es alto, por lo tanto no hay
modularidad, siendo la hipétesis nula que hay integracidon, mientras que la alternativa
es que hay modularidad (Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019). Para comparar las
hipotesis de modularidad propuestas, nos apoyamos en la biblioteca geomorph en el
programa R ver. 3.6.1, con base en el método desarrollado por Adams (2016; Adams
& Collyer, 2019). A fin de considerar el efecto por el tamafio de los organismos, se
corrigieron los datos por alometria, calculando los residuales de la regresion de la
forma sobre el tamario del centroide (CS), con la funcion “procD.Im”. Una vez
obtenidos los residuales se cre6 una forma libre de alometria, usando estos
residuales y la forma consenso de los datos morfologicos. Sobre esta forma libre de
alometria se hicieron los analisis. Primero, se definieron los médulos utilizando la
funcién “define.modules” y la comparacién de las hipotesis se llevd a cabo con la

funcién “modularity.test’, con 1000 permutaciones.
HM1 ] : HM2 ] : E
- — t Hm‘

Fig. 22 Representacion grafica de las hipétesis de modularidad evaluadas. Los detalles de los mdilos
se pueden leer en la tabla 14.

Tabla 14. Descripcion anatomica de las diferentes hipétesis de modularidad propuestas. Los corchetes
definen a los landmarks que componen los distintos médulos. a) Ornelas-Garcia et al. 2017, b)
Franchini et al., 2014, c) Yoffe et al., 2020 y d) Parsons et al., 2011.

Hipoétesis Descripcion

HM1: Cabeza vs. Cuerpo La cabeza como una unidad
independiente del resto del cuerpo.

[1,11,12,13,14,15,16,17,18] La cabeza se asocia a la adquisicién
de los recursos alimenticios, vy el

[2,3,4,5,6,7,8,9,10,19,20,21,22,23,24,25,26,27] cuerpo con la locomocién (a,b).
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Tabla 14. (Continuacion) Descripcidn anatomica de las diferentes hipétesis de modularidad
propuestas. Los corchetes definen a los landmarks que componen los distintos médulos. a)
Ornelas-Garcia et al. 2017, b) Franchini et al., 2014, c) Yoffe et al., 2020 y d) Parsons et al., 2011.

HM2: Cabeza vs. Cuerpo vs. Caudal Los tres médulos propuestos se
asocian con diferentes
[1,11,12,13,14,15,16,17,18] caracteristicas funcionales: La
cabeza con la adquisicion de
[2,3,8,9,10,19,20,21,22,23,24,25,26,27] recursos troficos; el cuerpo con nado
y maniobrabilidad; y la caudal con
[4,5,6,7] nado y propulsion. Ademas, para las

formas de cueva se ha reportado
diferencias en la distribucion y
abundancia de neuromastos tanto la
cabeza, como la region caudal (a,
c).

HM3: Cuerpo vs. Caudal Se propone a la cabeza y el cuerpo
como una unidad integrada, distintas
[1,2,3,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25, de la region caudal asociada al nado

26,27] y propulsion en respuesta a las
diferentes caracteristicas fisicas de
[4,5,6,7] los ambientes contrastantes (a,c).
HM4: Preorbital vs. Postorbital La zona preorbital es la que se
relaciona directamente con la
[1,4,15,16,17,18,23,24,25,26,27,28] adquisicién de alimento (e.g. longitud
del hocico). Diversos trabajos
[2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,19,20,21,22,29,30,31] proponen que esta region puede

presentar modificaciones
independientes durante radiaciones
adaptativas (a,d).

Senal filogenética

Para estimar la sefal filogenética de la forma se utilizé el método de la K de
Blomberg modificado por Adams para variables complejas (Adams, 2014). El valor de
K obtenido es mayor a 0, siendo dichos valores proporcionales a la sefial filogenética,
por lo que los valores cercanos a 0 indican una sefal filogenética baja o débil,
mientras que los valores mas altos indican sefales fuertes (Blomberg et al., 2003;
Revell et al., 2008; Adams, 2014). El valor de K se estima con la media de los errores
cuadrados de la sefial filogenética observados (MSEO) y la media de los errores
cuadrados medios esperados bajo un modelo de evolucion Browniana (MSE),
dividiendo los valores observados por los esperados (K= MSEO/MSE; ver Blomberg
et al., 2003). Se espera que bajo un modelo de evolucién Browniana, el valor de K
seade 1 (K= 1; Blomberg et al., 2003; Adams, 2014). La K Blomberg provee una

medida de sefial filogenética robusta debido a que si las terminales del arbol utilizado
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estan estructuradas de manera jerarquica de forma consistente, los valores de MSEO
seran relativamente grandes, mientras que los valores de MSE seran pequefios y el
valor de K obtenido (la sefial filogenética) sera alto. Por otro lado, si la estructura de
las terminales del arbol no es muy consistente, se obtiene que los valores de MSEO
son relativamente pequefos, los valores de MSE son altos y el valor de K (sefial

filogenética) es baja (ver Blomberg et al., 2003; Revell et al., 2008).

Se evalué la senal filogenética de la forma del cuerpo (12 landmarks homaélogos y
una curva con 15 pseudolandmarks, Fig. 21) y de la premaxila (2 landmarks
homologos y una curva con 50 pseudolandmarks, Fig. 21), utilizando la filogenia
resuelta por medio de RADseq y genomas completos por Gardufio-Sanchez (2021).
Se trabajé con un subset de datos de los organismos de los que se tenian datos
morfolégicos y genéticos. Primero se redujo el arbol filogenético, removiendo las
terminales de las que no teniamos informacién morfoldgica utilizando el programa
Mezquite ver. 3.61. El arbol resultante consiste de 13 terminales (Fig. 23), por lo que,
con ayuda del programa TPSUtil, se generd una forma consenso para cada una de
ellas, utilizando como criterio los resultados moleculares y las regiones
hidrogeoldgicas propuestas por Elliott (2018), agrupando para algunas terminales
mas de una poblacién (tabla 15). Para estimar la sefal filogenética de la forma se
trabajo con la biblioteca geomorph en el programa R ver. 3.6.1. usando la funcién
“physignal’ con 1000 permutaciones. Y, se utilizo la funcién “gm.prcomp” que realiza
un analisis de componentes principales filogenéticos (PCAPhy por sus siglas en
inglés) con la informacidn genética y morfologica, permitiéndonos visualizar de forma

grafica estos resultados.

Tabla 15. Grupos obtenidos a partir de las terminales de la filogenia de RADseq y genomas completos.
En la columna de derecha, las poblaciones que componen dichos grupos, de las cuales se tiene tanto

la informacién morfolégica como la molecular.

Grupo Poblaciones que los componen
Genético

Peroles Peroles. Peces de superficie
Rascoén Rascoén. Peces de superficie

Grupo Chica Compone las poblaciones al sur de la sierra del Abra, San Luis Potosi: que habitan
en las cuevas de Chiquitita, Chica y Toro.
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Tabla 15. (Continuaciéon) Grupos obtenidos a partir de las terminales de la filogenia de RADseq y

genomas completos. En la columna de derecha, las poblaciones que componen dichos grupos, de

las cuales se tiene tanto la informacion morfolégica como la molecular.

Grupo Sabinos

Grupo
Yerbaniz

Pachon

Santa Anita

Vazquez
Caballo Moro
Grupo

Escondido

Grupo Molino

Compone las poblaciones de la zona centro-sur de la sierra el Abra, San Luis
Potosi: que habitan en las cuevas de Tinaja, Sabinos, Jos, Montecillos,
Palma-Seca, Piedras y Tigre. Poblaciones troglobias del linaje viejo.

Compone las poblaciones de la zona centro-norte de la sierra el Abra, San Luis
Potosi: que habitan en las cuevas de Japonés y Yerbaniz.

Se compone de la poblacién de Pachén al norte de la sierra el Abra, San Luis
Potosi.

Santa Anita. Peces de superficie

Compone de la poblacion del Sétano de Vazquez, en la regién de Chamal-ocampo
en la Sierra de Guatemala, Tamaulipas.

Compone de la poblacion del Sétano de Caballo Moro, en la region de
Chamal-ocampo en la Sierra de Guatemala, Tamaulipas.

Compone de la poblacion del Sétano de Escondido, en la region de Gomez-Farias
en la Sierra de Guatemala.

Se compone de las poblaciones Molino y Jineo, en la region de Gémez-Farias en la
Sierra de Guatemala.

Subterraneo Rio Subterraneo, en la regién de Micos, en la sierra de la Colmena, San Luis
Potosi.
Grupo Lo componen poblaciones de superficie del linaje nuevo: Rio Sabinas, Nacimiento
Superficie del rio Mante y rio Florido.
nuevo
Resultados
Modularidad

Encontramos evidencia de evolucion modular en 3 de las 4 hipdtesis propuestas

para el complejo Astyanax mexicanus, siendo la hipétesis modular 3 (HM3) la que no

es significativa, esta es una hipotesis que divide al organismos en la regién caudal vs.

el resto del cuerpo, bajo criterios anatomicos y funcionales (ver tabla 16), lo que nos

indica que el cuerpo de los Astyanax puede tener hasta 3 modulos independientes y

la cabeza se divide en dos modulos. En los resultados a nivel de morfotipo, ambos

morfotipos presentan modularidad en 3 de las 4 hipétesis, pero, difieren en las

hipétesis que son significativas. Por un lado, para el morfotipo Troglobio la HM3 es la
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que no es significativa. Con respecto al morfotipo de Superficie, es la HM1 (cabeza vs
cuerpo) la que no presentd valores significativos (tabla 16). Al profundizar a nivel

de linajes-morfotipo, para el grupo Troglobio los resultados son consistentes con los
obtenidos anteriormente para el grupo, los dos linajes presentan evidencia de
evolucion modular en 3 de las 4 hipoétesis (tabla 16) y es la HM3 la que no es
significativa. Los linajes del morfotipo de superficie si mostraron diferencias en la
evolucion modular,de acuerdo con las hipétesis que fueron significativas. Para el
linaje viejo de superficie la HM1 es la que no es significativa, y para el linaje nuevo, es

la HM3 la que no presenta evidencias de evoluciéon modular (tabla 16).

Tabla 16. Resultados de los analisis de modularidad con el coeficiente de covarianza. Los valores

resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p < 0.05).

Complejo CR Intervalos de confianza 95% Valor de p
Astyanax mexicanus Minimo Maximo
HM1 0.9016 0.8733 0.9382 0.024*
HM2 0.936 0.8623 0.9639 0.033*
HM3 1 0.8673 1.0387 0.264
HM4 0.8224 0.7841 0.9154 0.001*
Morfotipo Troglobio
e 08Tt 08653 00471 oot
HM2 0.9139 0.8914 0.9546 0.014*
HM3 0.9612 0.9099 1.0187 0.109
HM4 0.8224 0.7841 0.9154 0.001*
TTroglobio Vieo
e 08876 0847 09578 o002
HM2 0.9024 0.8735 0.9621 0.007*
HM3 0.9442 0.8883 1.017 0.07
HM4 0.8746 0.8195 0.9696 0.002*

HM1 0.9198 0.8685 1.0006 0.03*
HM2 0.9513 0.9091 1.0257 0.03*
HM3 1.0162 0.9588 1.0786 0.207
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HM4 0.7254 0.6695 0.9592 0.001*

Tabla 16. Resultados de los analisis de modularidad con el coeficiente de covarianza. Los valores

resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p < 0.05).

Morfotipo Superficie

HM1 0.9221 0.8743 0.9805 0.088

HM2 0.81 0.7264 0.9596 0.005*

HM3 0.7583 0.5951 1.0151 0.015*

HM4 0.7464 0.7078 0.8894 0.001*
Sswperfiie Vislo
e 09508 09002 T os21

HM2 0.7785 0.7348 1.1072 0.028*

HM3 0.6506 0.5771 1.1208 0.029*

HM4 0.8829 0.8037 1.0063 0.002*

HM1 0.9146 0.8686 0.9961 0.014*
HM2 0.9051 0.8636 0.9933 0.013*
HM3 0.9357 0.8435 1.0618 0.07

HM4 0.8243 0.7803 0.9637 0.001*

De manera general, las hipétesis que muestran una mayor fuerza entre los modulos
para la forma del cuerpo son distintas en los morfotipos. Para el morfotipo Troglobio,
es la HM1, la que tiene los valores de CR mas bajos (CR = 0.8971) y por lo tanto,
mayor fuerza de asociacion dentro de los modulos, esta hipotesis divide al organismo
en la cabeza vs. resto del cuerpo, estos resultados son concordantes en ambos
linajes del morfotipo troglobio. En contraste, el morfotipo de superficie tiene los
valores de CR mas bajos en la HM 3 (CR = 0.7583), que divide al cuerpo en La regién
Caudal vs. el resto del cuerpo, sin embargo, estos resultados cambian en el linaje
nuevo de superficie, donde es la HM2 (que divide al cuerpo en tres modulos: cabeza
VS. cuerpo vs. region caudal) la que tiene el CR mas bajo (CR = 0.9051) y mayor
fuerza de asociacién. En todos los grupos evaluados, la HM4 (preorbital vs. el

post-orbital) presenta valores de CR mas bajos que los del cuerpo, con excepcion
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del linaje nuevo de superficie (tabla 16). Estos resultados nos muestran que la
evolucion morfolégica en el complejo Astyanax mexicanus se puede suscitar de
forma modular, siendo los mdodulo de la cabeza los mas propensos a evolucionar o

modificarse mas rapidamente con respecto a otros modulos.

Senial filogenética

En la filogenia resultante podemos observar una separacion clara en dos
grupos, haciendo referencia a los dos linajes reportados dentro del complejo
Astyanax mexicanus (ver Fig. 23). En la zona inferior del arbol encontramos a las
poblaciones asociadas al linaje viejo, que habitan en la Sierra El Abra, teniendo un
total de seis poblaciones, de las cuales, cuatro pertenecen a las cuevas (grupo Chica,
grupo Sabino, grupo Yerbaniz y Pachén) y dos son de superficie (Rascon y Peroles).
Mientras que en la zona superior tenemos a las poblaciones asociadas con el linaje
nuevo, que habitan en la Sierra de Guatemala y la Colmena, siendo siete poblaciones,
de las cuales, cinco son troglobias (Guatemala: Caballo Moro, Vazquez, Escondido y
Molino, la Colmena: Subterraneo) cuevas y dos de superficie(Santa Anita y grupo de

superficie linaje nuevo).

Grupo Superficie
Linaje nuevo

* Molino
100
#Escondido

100

F — 100 +Caballo Moro
100
*haquez
e ——l S A0 ANt

I
oAanU aleun

Pachén

*Yerbaniz

# Grupo Sabinos

“® Grupo Chica

o[agh aleun

» Rascon

Fig. 23 Filogenia obtenida a través de datos gendmicos (i.e. RadSeq y WGS, Gardufio-Sanchez, 2021). En dicha
filogenia se recuperan en dos linajes genéticos distintos. En la rama terminal de cada grupo se colocé la forma

consenso correspondiente a ese grupo, tanto para la premaxilla como la forma del cuerpo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos no hay senal filogenética en |la forma del
cuerpo, obteniendo un valor de K bajo y un valor de p que no fue significativo (K =
0.576, p = 338; ver Fig. 24A). Pero, si hay sefal flogenética en la forma de la
premaxila, teniendo un valor de K mas alto y un valor de p que si fue significativo (K
=0.824, p = 0.042; ver Fig. 24B). Ambos resultados estan por debajo del valor de k
esperado bajo un modelo de distribucién browniana (k = 1). Esto nos indica que
diferentes rasgos morfologicos dentro del complejo pueden tener un mayor
conservadurismo evolutivo con respecto a otros, siendo congruentes con los

resultados de modularidad.

PCA filogenético

Para la forma del cuerpo, en los dos primeros componentes principales se
explica el 62.61% de varianza acumulada, siendo el primer componente el que
explica un mayor porcentaje (PC1 = 39.25). Como se puede observar en el
filomorfoespacio las poblaciones mas cercanas filogenéticamente no son cercanas
en el morfoespacio de la forma del cuerpo, sino que las poblaciones troglobias estan
mas cercanas entre si con respecto a las poblaciones de superficie de su mismo
linaje (Fig. 23A). Respetando los resultados de que no existe una sefal filogenética
de acuerdo con el valor de Kmult =0.576 y de p = 0.338 (HO= no senal filogenética
en la forma). Por tanto la forma del cuerpo ha evolucionado de manera plastica en
ambos linajes en respuesta a las presiones ambientales ejercidas por las cuevas y el

medio de superficie.

En el caso de la premaxila, los dos primeros componentes explican 86.39% de la
varianza acumulada, siendo el PC1 el que mas porcentaje explica (75.38%). En el
filomorfoespacio se puede apreciar una separacion por el linaje para las poblaciones
troglobias. Mientras que para el caso de las poblaciones de superficie, se agrupan
entre si independientemente de su linaje, estando mas cercanas con el linaje nuevo
troglobio (Fig 23B). Aunado al resultado de que si hay una sefal filogenética de
acuerdo con el valor de Kmult =0.824 y de p = 0.042 (Ha= Si hay senal filogenética
en la forma), esto nos indica que la forma de la premaxila del linaje nuevo troglobio es

similar a la del grupo de superficie, lo que nos permite plantear que tiene un mayor
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conservadurismo evolutivo con respecto a la forma del cuerpo, pudiendo verse

afectado por su rol ecolégico o por el tiempo que lleve el linaje nuevo en la cueva.

PC 2 (11.01%)

0.00 0.02 0.04

-0.02

Forma del cuerpo

Pachén
A) —
OTroglobios |
o =
2 LA_Sl.:_pe_rfuile
Grupe
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32 : b Kmult = 0.576 Escondido
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Fig. 24 Filomorfoespacio obtenidos de los analisis del PCA filogenético. En triangulos, las poblaciones

troglobias. En circulos, las poblaciones de superficie. A) PCA Filogenético de la forma del cuerpo. B)

PCA filogenético de la forma de la premaxila

Discusion

Los organismos troglobios son un excelente modelo para estudiar los

mecanismos de evolucién morfoldgica, siendo los Astyanax troglobios uno de los

mejores modelos (Jeffery, 2009; Tabin, 2016). Entre las caracteristicas que los hace

un modelo idéneo se incluye la posibilidad de la caracterizacion de la evolucion en
paralelo, ya que en al menos dos linajes han colonizado los ambientes de cuevas,

ademas de ser organismos interfértiles con su grupo hermano de superficie,
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permitiendo el estudio de las bases genéticas de los cambios morfologicos (Tabin,
2016). En este capitulo se obtuvieron resultados que nos muestran que hay evidencia
de evolucion morfolégica modular en las formas troglobias y superficie de Astyanax
mexicanus, de acuerdo con las diversas hipoétesis a priori utilizadas, aportando
informacion adicional a la hipétesis de que la modularidad puede tener un papel
importante en la divergencia adaptativa como se habia sugerido entre morfotipos
lacustres del género (Ornelas-Garcia, 2017). A su vez, no se encontro

senal filogenética para la forma del cuerpo, sugiriendo que las formas de cueva han
evolucionado de forma paralela en lo diferentes linajes, en contraste con la forma de
la premaxila, la cual mostré sefial filogenética, implicando que ambos conjuntos de
datos podrian estar sujetos a diferentes presiones selectivas, que les

permiten desempefiar diferentes funciones en su medio, indicando que los rasgos
pueden responder de manera diferente a las presiones de seleccion ambientales y

verse afectados por la contingencia historica.

Modularidad en la forma del cuerpo

Tres de las cuatro hipotesis propuestas fueron evaluadas en la forma del
cuerpo, encontrando diferencias entre los dos morfotipos, indicando una diferencia en
los patrones de evolucién modular entre las formas troglobias y de superficie. Para el
morfotipo troglobio, la HM1 tuvo los valores de CR mas bajos, seguida de la hipotesis
HM2. La HM1 divide al cuerpo en dos modulos, cada uno asociado con diferentes
funciones ecoldgicas: la cabeza vs el cuerpo. La cabeza esta asociada a los habitos
troficos mientras que el cuerpo con la locomocion (Franchini et al., 2014;
Ornelas-Garcia et al. 2017). Asi, la HM2 sigue estos criterios anatémicos y
funcionales, dividiendo al cuerpo en tres moédulos, aunque los valores de CR son mas
altos (Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019). En esta hipotesis se incluye la regidon
del pedunculo caudal como un moédulo aparte, ya que dentro de la locomocion, es un
rasgo asociado con la propulsion y maniobrabilidad de los organismos
(Ornelas-Garcia et al., 2017). Ambas hipétesis nos indican que la modularidad
favorece la evolucion morfolégica en el morfotipo troglobio en respuesta al ambiente.
En el caso de la cabeza, la diversificacion se puede deber a multiples adaptaciones
ademas de la explotacion de los diferentes recursos tréficos en los ambientes de

cuevas con respecto a la superficie (Yamamoto et al., 2003, Albertson et al., 2003;
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2005; Protas et al., 2008; Parsons et al., 2011; Atukorola et al., 2013). Estos
resultados fueron congruentes en ambos linajes troglobios, lo que nos indica que la
evolucion modular se ha suscitado en los multiples eventos de colonizacién a las
cuevas promoviendo una segregacion trofica y en la locomocién en paralelo. Similar
a lo reportado en caracidos lacustres, donde la modularidad ha promovido la
segregacion trofica y locomotora en un par de especies simpatricas bajo procesos de

divergencia adaptativa (Ornelas-Garcia et al., 2017).

En el caso de las poblaciones de superficie encontramos diferencias entre las
hipétesis para cada linaje, lo cual podria estar en funcion con la historia evolutiva de
los grupos como se ha sugerido entre linajes de formas lacustres (Ornelas-Garcia et
al. 2017). En el morfotipo de superficie de linaje nuevo la hipétesis de menor valor de
CR fue la HM2 seguida de la HM1. Mientras que para el linaje viejo, la hipétesis con
el valor de CR mas bajo fue la HM3, la cual también divide al cuerpo en dos, sin
embargo, en esta ocasion separa el pedunculo caudal vs. el resto del cuerpo. En esta
hipotesis el pedunculo caudal esta asociado con la propulsion y maniobrabilidad que
pueden generar los peces (Ornelas-Garcia et al., 2017).Para este linaje contamos
con dos poblaciones: la de rio Rascon y la laguna de Peroles, las cuales
corresponden a sistemas hidrolégicos diferentes y aunado a la historia evolutiva
distinta de los dos linajes (Ornelas-Garcia et al., 2008; 2017) podria explicar las
diferencias encontradas entre las hipétesis de modularidad entre los linajes de

superficie.

Modularidad en la forma de la cabeza

La HM4 fue significativa para los dos morfotipos, en la cual se divide la cabeza
en dos modulos, el preorbital vs. el post-orbital. En la zona preorbital se encuentra el
hocico, asociado los habitos troficos y en la postorbital tenemos otros rasgos que
pueden tener una mayor relevancia para el contraste entre los morfotipos como lo es
el ojo y el opérculo branquial, caracteristicas claramente contrastantes entre los
morfotipos (Yamamoto el al., 2003; Gross et al., 2014; Gross & Powers, 2016;
Powers et al., 2018). Como observamos en el capitulo 1, la region preorbital presento
diferencias entre morfotipos siendo el morfotipo de superficie el que presenté un

hocico, maxila, y la proyeccion del hocico mayor que el morfotipo troglobio. La
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presencia de este modulo preorbital se ha sido sugerido antes para varios ciclidos
africanos, promoviendo una evolucién rapida y especializada asociada con la
explotacion de diferentes recursos (Cooper et al., 2010; 2011; Parsons et al.,

2011). En particular en los Astyanax este modulo también fue reportado entre
morfotipos lacustres simpatricos, siendo de forma similar a los ciclidos, un atributo
asociado con la explotacion diferencial de recursos tréficos (Ornelas-Garcia et al.
2017). Por otro lado el segundo modulo, la regidn postorbital, se detectaron claras
diferencias entre los dos morfotipos, siendo para el caso del morfotipo de superficie
mayor el perimetro de la orbita ocular y un opérculo con una forma triangular, en
contraste, el morfotipo troglobio, el cual tiene una orbita ocular menor y un opérculo
con forma romboidal. Es este aspecto, las modificaciones del grupo troglobio se
pueden deber a diversos factores como se menciond previamente, resaltando las
presiones ambientales ejercidas por las condiciones de oscuridad perpetua, que han
reducido la estructura ocular afectando la morfologia del complejo craneal (Mitchell et
al., 1977; Gross et al., 2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2018); y en

respuesta a niveles de oxigenacion bajos en el ambiente (Boggs & Gross, 2021).

Senial filogenética: forma del cuerpo

Nuestros resultados de |la forma del cuerpo no mostraron senal filogenética, lo
que indica que este marco morfolégico posee labilidad evolutiva (Revell et al., 2008).
Estos resultados son concordantes con uno de los escenarios propuestos por
Sidlauskas (2008), teniendo dentro de cada linaje un grupo con alta diversidad
morfoldgica (el morfotipo troglobio) y un grupo con con baja diversidad morfoldgica
(morfotipo de superficie), observando en el filomorfoespacio una magnitud desigual
de cambio entre los grupos. Lo que nos indica que el morfotipo troglobio ha
experimentado mas cambios morfoldgicos por rama filogenética en promedio que el
grupo de superficie. Bajo este contexto, la forma del cuerpo presenta una alta
plasticidad morfoldgica en respuesta al ambiente, posiblemente por las fuertes

presiones selectivas (Klingenberg & Ekau, 1996; Sidlauskas, 2008).

Senal filogenética: forma de la premaxila.

Contrario a la forma del cuerpo, si se encontr6 sefal filogenética para la forma

de la premaxila. De manera similar, los rasgos asociados a habitos tréficos, como
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la longitud del tracto digestivo y tipo de diente han sido reportados con una fuerte
sefal filogenética para los peces tropicales (Guisande et al., 2012; Roa-Fuentes et al.,
2015). Es posible que la reciente divergencia entre ambos morfotipos podria tener un
efecto en la baja diferenciacion en la premaxila entre los ambientes (Herman et al.
2018), asi como que esta estructura tenga una fuerte restriccion filogenética que
también puede estar asociada con su funcién ecoldgica (Vitt & Pianka, 2005;
Guisande et al., 2012; Comte et al., 2014; Roa-Fuentes et al., 2015). En este caso
podemos compararlo con un segundo escenario explorado por Sidlauskas (2008), el
que denomina como “eficiencia desigual en innovacién morfologica”, es decir, los dos
morfotipos no han experimentado cambios morfolégicos drasticos en la forma de la
premaxila por rama filogenética, pero, el grupo con mayor diversidad morfolégica (el
morfotipo troglobio) ha explorado regiones mas novedosas en el morfoespacio
(Sidlauskas, 2008), posiblemente asociadas a las condiciones ambientales de las
cuevas. Consideramos que una exploracion mas exhaustiva de la evolucién de esta
caracteristica en el contexto evolutivo puede dar mas luz con respecto a las

restricciones que podrian estar asociadas con estos resultados.

Conclusiones

Encontramos evidencia de evolucion modular en la forma del cuerpo y de la
cabeza para el complejo Astyanax mexicanus. Los morfotipos mostraron diferentes
patrones de modularidad. Para el caso del morfotipo troglobio, las hipotesis que
fueron significativas son congruentes en ambos linajes, por lo que la evolucion
modular ha segregado al cuerpo en al menos dos modulos distintos, respondiendo a
funciones ecoldgicas distintas (cabeza vs cuerpo). En el grupo de superficie se
encontraron diferencias en la hipotesis de modularidad entre linajes. Las diferencias
en los patrones de evolucion modular entre linajes podrian estar asociados a su

historia evolutiva asi como a las condiciones ambientales especificas.
En el caso de la senal filogenética encontramos efecto filogenético contrastante en

los marcos morfologicos analizados. La forma del cuerpo no presenta sefal

filogenética, sugiriendo una respuesta homoplasica de la forma del cuerpo en
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respuesta a las condiciones ambientales. En el caso de la premaxila si encontramos

sefal filogenética, por lo que esta estructura tiene conservadurismo evolutivo.
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Discusion general

.Investigaciones con herramientas moleculares y enfoques ecolégicos, han
descubierto procesos de evolucién en paralelo en diversos rasgos fenotipicos, que en
asociacién con las caracteristicas de su medio ambiente, producen especiacion
ecologica producto de la divergencia adaptativa (Schluter et al., 2000; 2004; Nosil,
2012; Hendry 2009; Garita-Alvarado, 2018). Bajo este contexto, los organismos
troglobios ofrecen un excelente modelo para el estudio de la evolucién en paralelo de
los rasgos asociados a la vida cavernicola (Jeffery, 2009; White & Culver, 2012;
Tabin, 2016). En esta tesis de investigacion se evaluaron los patrones de evolucién
morfoldégica en paralelo entre los linajes troglobios de Astyanax mexicanus, la
ecologia trofica y su relacion con la ecomorfologia para algunas poblaciones
troglobias de ambos linajes, y finalmente se evaluaron los mecanismos relacionados
con las fuentes de variacion fenotipica: la modularidad y la sefial filogenética en la

evolucion de estos rasgos.

Evolucion morfoldgica en paralelo: Patrones de divergencia en los linajes troglobios

En el capitulo | se describieron los patrones de divergencia morfolégica para la
premaxila, el cuerpo y la cabeza entre los morfotipos, troglobio y de superficie, en
ambos linajes de Astyanax mexicanus (i.e. linaje nuevo vs. viejo). Los tres marcos
morfolégicos presentaron diferentes niveles de divergencia morfoldgico entre los
morfotipos, siendo la cabeza la que presenté una mayor segregacion entre
morfotipos, seguida de la premaxila y por ultimo la forma del cuerpo, donde, se
apreci6 un sobrelapamiento fuerte entre los morfotipos, siendo el morfotipo troglobio
del linaje nuevo el que presenté mayor similitud con el morfotipo de superficie. Estos
patrones de evolucién en paralelo de las formas troglobias de ambos linajes para la
forma de cabeza y en menor medida de la premaxila y la forma del cuerpo, nos hacen
sugerir que existen fuertes presiones selectivas asociadas al ambiente que permiten
la evolucidn de formas similares en los ambientes de cuevas. Sin embargo, las
diferencias encontradas en los marcos morfolégicos analizados pueden a su vez dar
sefales de contingencia historica que podrian estar afectando la evolucion de estas
caracteristicas como se observé mas adelante en el caso de la premaxila. Estos

patrones combinados de evolucién en respuesta a presiones selectivas y
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contingencia histoérica en la evolucién morfoldgica, han sido propuestos previamente
en procesos de divergencia adaptativa para Astyanax lacustres (Garita-Alvarado, et
al. 2018).

Los siguientes rasgos son distintivos de la forma troglobia: 1) Una talla corporal
menor, siendo la media de la Longitud estandar para cuevas de 4.82cm vs. 5.48 cm
para la superficie. 2) Un menor numero de escamas en la linea lateral para los peces
de cuevas, con una moda de 33 en cuevas vs 35 en superficie). Ambas reducciones
se han relacionado en grupos a de cuevas con la limitacion de recursos disponibles
(Simon et al., 2017). En la forma del cuerpo, entre las principales diferencias entre
morfotipos estan: un pedunculo caudal es mas largo y mas estrecho, presentan una
forma mas comprimida del cuerpo que las formas de superficie sobre todo en la
region cefalica. Estas diferencias podrian estar asociadas con aspectos de la
locomocion como la propulsién y maniobrabilidad, y que podrian ser en respuesta a
las condiciones fisicas de su medio (Cordova-Tapia & Zambrano, 2017,
Ornerlas-Garcia et al., 2017).

En la forma de la cabeza, el morfotipo de cuevas presentd una forma mas céncava
(similar a una forma de espatula particularmente en el linaje viejo), con un hocico mas
largo, un incremento en el numero de dientes en la maxila, y mostré diferencias en la
forma de opérculo, en contraste con la forma de superficie. Estas diferencias en

el opérculo (romboide en las cuevas vs triangular en superficie), se han sugerido que
puede ser una adaptacion a un medio hipdxico, asi como el ancho y la apertura
relativos del hocico (Boggs & Gross, 2021). En cuanto a las modificaciones de la
cabeza y el hocico se han propuesto algunas en otros grupos de vertebrados (Barlow,
1961). De manera especifica los rasgos de longitud y ancho del hocico, se asocian a
los habitos tréficos: una longitud y como un estimador para evaluar la habilidad del
pez para capturar presas (Husley et al., 2003), un mayor numero de dientes en la
maxila, siendo congruentes con reportes previos (Yamamoto et al., 2003; Protas et al.,
2008), aunque, al aumentar en el numero de cuevas analizadas por linajes se
observaron diferentes modas entre los linajes (i.e. 3 dientes para el linaje viejo y 4
dientes para el linaje nuevo), sin haber diferencias significativas, y por ultimo una
premaxila con un proceso ascendente mas pequefio y mas robusto, con una forma

mas amplia, lo que posiblemente les confiere una cavidad bucal mayor, que puede
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repercutir tanto en el volumen de agua que pueden filtrar para la oxigenacion, como
materia organica, siendo el detritus la principal fuente de alimento en los adultos
(Espinosa et al., 2017).

Finalmente, el tamafio en la cuenca ocular es uno de los rasgos mas claros
asociados con los ambientes de cuevas, particularmente debido a la pérdida de la
vision que se da en los morfotipos troglobios, y que se ha sugerido como resultado de
las fuertes presiones selectivas y costos que impone el mantenimiento de estos
organos en ambientes pobres en nutrientes (Moran et al., 2015). Particularmente en
este estudio observamos una asociacion entre el tamafio de la cuenca ocular y
modificaciones el hueso suborbital 3 (SO3), el cual tiene, una forma mas compacta y
en una posicion distinta en la cabeza en contraste con la forma de superficie,
previamente se habian sugerido estos cambios en los peces de cuevas y el numero
de fragmentaciones y modificaciones en los huesos suborbitales y supraorbitales
(Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2017; 2018).

Ecologia trofica de los Astyanax troglobios

En el capitulo Il de la tesis obtuvimos que las senales isotdpicas entre
poblaciones y regiones geograficas son ligeramente diferentes, teniendo en las
cuevas de la Sierra de El Abra senales mas enriquecidas de 815N y menos
enriquecidas de 813C, exponiendo que la dinamica de la ecologia tréfica en cada
cueva es ligeramente diferente. Aunado a esto, los resultados de las métricas de
Layman indican que las poblaciones de la Sierra de El Abra tienen un mayor nicho
ecoldgico y menor redundancia tréfica. Sin embargo, de acuerdo con los valores
obtenidos y el flujo de enriquecimiento de un nivel a otro (de 3-4 puntos mas de 815N
en comparacién del nivel anterior, Zanden & Rasmussen, 1999; Post et al., 2002), se
sugiere que el nivel trofico de los peces troglobios es similar en las distintas cuevas.
En este punto, son necesarias mas investigaciones para conocer a fondo las
interacciones troficas que se susciten en el ambiente troglobio, donde se pueda
limitar un nivel tréfico base (Zanden & Rasmussen, 1999; Post 2002; Fenolio et al.,
2006) y comparar con los niveles troficos de los peces de superficie.

Por otro lado, no observamos una correlacion entre las sefiales isotopicas de 015N y

013C obtenidas y la ecomorfologia de las poblaciones troglobias. Sin embargo, en los
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analisis de ordenamiento asi como en las correlaciones la proyeccion del hocico (P.
Hocico), presento el valor de correlacion mas alto con 0.323 para 815Ny 0.303 para
013C. Este rasgo ha sido previamente asociado directamente con la adquisicion de
recursos tréficos (Villéger et al., 2010; Cordova Tapia y Zambrano, 2016), y entre las
variables que suelen tener una modificacion en respuesta a la funcionalidad de los
peces para adquirir diferentes recursos alimenticios (Albertson et al., 2003; 2005;
Cooper et al., 2010; 2011; Ornelas-Garcia et al., 2014; 2017; Garita-Alvarado et al.,
2018), como es el caso de los Astyanax lacustres en el lago de Catemaco, Veracruz,
donde hay una segregacién morfoldgica y ecolégica en dos especies simpatricas
(Ornelas-Garcia et al., 2014; 2017; Garita-Alvarado et al., 2018)

Finalmente, en este capitulo se desarroll6é un indice de entrada de nutrientes para
comprender si las caracteristicas fisicas de las cuevas pueden tener un efecto en las
diferencias del enriquecimiento de la sefal isotdpica para las distintas cuevas. Ya que
se ha demostrado con anterioridad que los atributos fisicos de una cueva se
correlacionan con la estructura de las comunidades en diversas cuevas tropicales
(Simbes et al., 2015). En nuestro estudio se encontré una relacion que apunta a que
las poblaciones de las cuevas que presentan valores del IN positivos, tienden a tener
valores de 815N mas enriquecidos en comparacion con las poblaciones que tuvieron
valores del IN negativos. En el caso de la senal de 613C, la relacion fue inversa, esta
era menos enriquecida conforme incrementa el valor del IN. Estos resultados no
fueron significativos, pero nos dieron una pauta para entender el efecto de la
geomorfologia de las cuevas, destacando que la distancia de la entrada de la cueva
a la poza (DEP) y la profundidad resultan de gran relevancia, ya que los recursos
aloctonos recorren menor o mayor distancia segun sea el caso para llegar a las
pozas, asi como posibles fendmenos de arrastre de materia organica por las
corrientes de agua, la percolacién de agua de lluvia y la facilidad de que la fauna
pueda acceder a la cueva, todos estos factores afectan a la dinamica de la ecologia
trofica de cada cueva (Ferreira, 2000; Culver et al., 2004; Souza-Silva et al., 2011;
Simdes et al., 2015). Adicionalmente, la conectividad subterranea en estos sistemas
podria también afectar la adquisicion de recursos directamente del manto freatico,
hipotetizando que en ambas regiones geograficas existen patrones hidrogeoldgicos
complejos que podrian permitir interconexidn entre distintas cuevas posiblemente

durante la época de lluvias posiblemente permitiendo el transporte de nutrientes e
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incluso la migracion de organismos entre algunas poblaciones (Eliot, 2018; Bradic et
al. 2012; Herman et al. 2018).

Procesos que afectan la evolucion morfolégica

En el capitulo Il exploramos dos procesos que afectan directamente la
evolucion morfolégica. Por un lado, tenemos a la modularidad como uno de los
promotores de la evolucion, debido a que se puede modificar un rasgo morfoldgico,
implicando una mejora funcional sin comprometer otras funciones en otros rasgos
morfoldgicos en el organismo (Wagner y Altenberg, 1996). En contraste, la senal
filogenética indica que las especies estrechamente relacionadas presentan una
mayor similitud morfologica (Blomberg et al., 2003; Losos, 2008; Revell et al., 2008),
lo que se interpreta como una evidencia de conservadurismo evolutivo o labilidad
evolutiva es los rasgos (Revell et al., 2008). Ambos procesos fueron evaluados en el
contexto de la divergencia adaptativa entre los morfotipos de cueva y superficie, a fin
de evaluar si algunos rasgos morfolégicos son mas propensos a evolucionar de
manera integrativa o modular, y a su vez cual es la sefal filogenética de la forma bajo

presiones selectivas similares en diferentes linajes de cuevas.

Patrones de evolucion modular

La evaluacion de diversas hipétesis de modularidad nos ayudaron a encontrar
diversos patrones de evolucion modular entre los dos morfotipos. Para el marco
morfolégico de la cabeza, la HM4 fue la que tuvo los valores de CR mas bajos en
ambos morfotipos, la cual divide a la cabeza en dos modulos, la region preorbital vs la
region postorbital. En la regidon preorbital se abarca el hocico, las narinas y todas las
estructuras asociadas a la morfoldgica trofica. La modularidad en esta region se ha
sugerido como promotora de una evolucion rapida y especializada asociada con la
explotacion de diferentes recursos tréficos, llegando a facilitar la divergencia
adaptativa y potencialmente la especiacion en el género Astyanax (Ornelas-Garcia et
al., 2017; Garita-Alvarado et al., 2018), como en otros grupos de peces (Cooper et al.,
2010; 2011; Parsons et al., 2011; 2017). Mientras, que en la region postorbital se
encuentra la estructura ocular, los huesos circundantes y el opérculo branquial,
estructuras que responden a otras presiones de seleccion. Principalmente en el
morfotipo troglobio, resaltan las presiones ambientales ejercidas por las condiciones

de oscuridad perpetua, que han reducido la estructura ocular afectando la morfologia
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del complejo craneal, asi como la modificacién en el opérculo que podria estar en
funcién con la baja la disponibilidad de oxigeno (Mitchell et al., 1977; Gross et al.,
2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2018).

Para la forma del cuerpo, se encontraron diferentes patrones de modularidad entre
los morfotipos. Para el morfotipo troglobio, la HM1 (cabeza vs. cuerpo) presento los
valores de CR mas bajos y por lo tanto mayor soporte para una evolucion modular
(Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019), seguido de la HM2 (tres modulos: cabeza,
parte central del cuerpo y la cauda), estos resultados fueron consistentes en los dos
linajes. En ambas hipétesis el médulo de la cabeza esta asociado a los habitos
troficos, aunque para el grupo troglobio sabemos que también responde a otras
presiones selectivas como la pérdida de la vision y adaptacion a condiciones de
hipoxia (Boggs & Gross, 2021). Por otro lado, el médulo del cuerpo esta asociado
con la locomocién e hidrodinamismo (Ornelas-Garcia et al. 2017). Finalmente, el
modulo de la regidn caudal (i.e. pedunculo caudal), se asocia también con
locomocion, y de manera mas particular con propulsion y maniobrabilidad de los
organismos (Franchini et al., 2014; Ornelas-Garcia et al., 2017). Por lo que
proponemos que la modularidad es un proceso relevante que podria facilitar, de
manera similar a los procesos de diversificacion reportados en Astyanax lacustres
(Ornelas-Garcia et al. 2017), la divergencia adaptativa en ambos linajes de cueva,
promoviendo la evolucién morfoldgica con diferentes funciones ecolégicas, como la
explotacion de recursos y el uso del habitat, como se ha reportado en otros peces
(Cooper et al., 2010; Franchini et al., 2014; Larouche et al., 2015; Ornelas-Garcia et
al., 2017; Larouche et al., 2018).

Para el grupo de superficie encontramos diferentes patrones de modularidad en los
dos linajes. Para el linaje viejo de superficie, la hipotesis que presenté un menor valor
de CR fue HM3, seguida de la HM2. Para el linaje nuevo de superficie, la HM2 fue la
que presentd el CR mas bajo, seguida de HM1. Esto nos indico que los dos linajes
responden de manera diferente a presiones ambientales ejercidas en la superficie,
esto se puede deber a las caracteristicas fisicas del ambiente, asi como a la
contingencia histérica que podria estar afectando de manera diferencial a ambos
linajes de superficie, patrones que se recuperan en la evaluacion de la sefial

filogenética de la forma (Herman et al., 2018).
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Patrones de la senal filogenética

La sefial filogenética de la forma del cuerpo y de la premaxila, bajo el concepto
de que las especies estrechamente relacionadas presentan una mayor similitud
morfolégica (Blomberg et al., 2003; Losos, 2008; Revell et al., 2008), nos indicaria
que la similitud debera ser mayor entre linajes que entre morfotipos (troglobio vs
superficie). Sin embargo, encontramos patrones distintos de sefal filogenética para la
forma del cuerpo y de premaxila. Ambos marcos morfolégicos estuvieron por debajo
del valor esperado de K bajo un modelo de evoluciéon Browniano ( MB, K =1,
Blomberg et al., 2003; Adams, 2014), el cual se considera como un buen modelo para
estudiar la evolucion fenotipica, como se reportd para las ranas de la familia
Myobatrachidae, donde se le compard con otros modelos evolutivos, como el
Ornstein—Uhlenbeck (OU), y fue el mejor modelo para explicar la evolucion
morfoldgica en este grupo (Vidal-Garcia et al., 2017). Para la forma del cuerpo no se
encontré sefal filogenética (K = 0.576, p = 0.338), por lo tanto, se puede asumir que
la forma ha evolucionado mas en respuesta de las presiones selectivas del ambiente,
habiendo una evolucion en paralelo de la forma del cuerpo. Para la forma de la
premaxila si se encontro sefal filogenética (K = 0.576, p = 0.042), indicando que esta
estructura presenta un mayor conservadurismo evolutivo, que en parte podria
relacionarse a efectos pleiotrépicos, o posiblemente a procesos de divergencia
reciente (Herman et al. 2018), y finalmente, a que han tenido fuertes presiones
selectivas divergentes. Estos patrones diferentes son concordantes con los
escenarios propuestos por Sidlauskas (2008), por un lado tenemos una magnitud
desigual de cambio por rama filogenética para la forma del cuerpo (el grupo mas
diverso, experimento mas cambios morfoldgicos -troglobio viejo-) y eficiencia
desigual en innovacion morfolégica para la forma de la premaxila Los linajes no
experimentaron muchos cambios, pero el grupo mas diverso -troglobio viejo- explord
regiones novedosas en el morfoespacio). Aunque, se han reportado que los
diferentes niveles de conservadurismo evolutivo, entre rasgos morfolégicos también
dependen de la funcidn que desempeian, sugiriendo que los nichos ecologicos
evolucionan poco en el momento de un evento de especiacion, y por lo tanto, los
rasgos especificos al uso de estos nichos también evolucionaran mas lento, lo que

podria explicar la similitud del morfotipo troglobio nuevo con el morfotipo de superficie
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(Vitt & Pianka, 2005; Guisande et al., 2012; Comte et al., 2014; Roa-Fuentes et al.,
2015).
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Conclusiones generales

® Se encontraron patrones de evolucién morfoldgica en paralelo en la
ecomorfologia, la premaxila, el cuerpo y la cabeza en los dos linajes de los
Astyanax mexicanus troglobios, que generan una forma troglobia que los
distingue de su homologo de superficie. Siendo la forma de la cabeza donde
encontramos la mayor diferenciacion morfologica, seguido de la premaxila y por
ultimo, la forma del cuerpo, la cual presenté un mayor traslape entre morfotipos.

® Hubo un ligero grado de diferenciacion en la forma de la premaxila entre el
morfotipo troglobio viejo, en contraste con el linaje nuevo, lo que refuerza la
hipotesis de que el grado de regresion morfoldgica puede verse afectado por el
tiempo que llevan bajo dichas presiones selectivas.

® Las senales isotopicas de 615N y 813C tuvieron ligeras diferencias en los niveles
de enriquecimiento entre poblaciones y regiones geograficas. Particularmente en
las métricas de Layman, donde las poblaciones de la Sierra de El Abra
presentaron una mayor area de nicho ecoldgico y menor redundancia trofica, en
comparacion con las poblaciones de la Sierra de Guatemala. Sin embargo, los
valores de 15N y 813C sugieren que el nivel trofico y la base de carbono es
similar en todas las cuevas.

® No hubo una correlacién clara entre las variables ecomorfoldgicas y la senal
isotdpica, sin embargo, los rasgos morfolégicos asociados a la adquisicion de
recursos (i.e. P. hocico), fueron los que tuvieron el valor de correlacion mas alta
con la senal de 515N.

® Las senales isotopicas pueden verse afectadas por las caracteristicas fisicas de
las cuevas, destacando aspectos como la profundidad y la distancia de la entrada
a la poza donde habitan los organismos, lo que puede modificar la dinamica
ecologica de cada cueva.

® Encontramos evidencia de evolucién modular para la forma del cuerpo y la forma
de cabeza, estos patrones son diferentes entre los morfotipos. Para el caso del
morfotipo troglobio, las hipétesis que fueron significativas son congruentes en
ambos linajes, soportando las hipotesis de dos (cabeza y cuerpo) y tres médulos
(cabeza, parte media del cuerpo y cauda), siendo en ambos casos modulos que

pueden tener una asociacion en la obtencion de recursos, asi como locomocioén y
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uso de habitat. En el morfotipo de superficie, contrasto principalmente en la
integracion presente en la zona caudal y la regién media del cuerpo, exhibiendo
mas una adaptacion a las funciones locomotoras. Las diferencias encontradas
entre morfotipos, podria ser una evidencia de las diferentes presiones ejercidas
en cada ambiente, que podrian estar alterando la evolucion modular entre
morfotipos.

® Se observo una falta de sefal filogenética en la forma del cuerpo, lo que podria
deberse a una evolucion homoplasica de la forma en respuesta de las presiones
selectivas del ambiente.

® En el caso de la premaxila si encontramos sefial filogenética, por lo que esta
estructura si tiene conservadurismo relacionado con su historia evolutiva y

probablemente con su funcion ecoldgica.
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Resumen

La sardinita mexicana, Astyanax mexicanus, es un organismo modelo en
biologia evolutiva, debido a que dentro de la especie encontramos dos morfotipos
asociados al ambiente donde viven: la forma de superficie y la forma troglobia. El
morfotipo troglobio ha sido reportado en al menos 32 cuevas distintas entre los
estados de San Luis Potosi y Tamaulipas. Estudios genéticos recientes sugieren que
podrian haberse originado en al menos dos episodios distintos, correspondientes con
dos linajes genéticos, denominados como el “linaje viejo” y “linaje nuevo”.

A fin de entender los patrones de evolucidon morfoldgica en la especie, en este
estudio se caracterizaron aquellos rasgos que han surgido de forma independiente
entre linajes cercanamente relacionados, cuando son expuestos a presiones
selectivas similares (e.g. cuevas), mediante diversos analisis morfométricos. Ademas,
se evalud la ecologia tréfica por medio del estudio de is6topos estables y su relaciéon
con la ecomorfologia, junto con la construccion de un indice de entrada de nutrientes
para conocer el impacto de las caracteristicas fisicas de la cueva en la dinamica
ecoldgica. Y finalmente, se evaluaron los mecanismos relacionados con las fuentes
de variacion fenotipica (i.e. modularidad como promotor de la diversidad, y la senal
filogenética como evidencia de limitacion por la contingencia histérica).

Los resultados de esta tesis encontraron patrones de evolucion morfologica en
paralelo en la ecomorfologia, la premaxila, el cuerpo y la cabeza en los dos linajes de
los Astyanax mexicanus troglobios, generado una forma troglobia que los distingue
de su homologo de superficie, siendo la forma de la cabeza donde encontramos la
mayor diferenciacion morfolégica, seguido de la premaxila y por ultimo, la forma del
cuerpo. Se encontraron diferencias en las sefales isotdpicas de 815N y 613C en los
niveles de enriquecimiento entre poblaciones y regiones geograficas, los valores
obtenidos sugieren que el nivel trofico y la base de carbono es similar en todas las
cuevas. No hubo una correlacion entre la sefal isotopica y la ecomorfologia, ademas,
observamos una tendencia que indica que las caracteristicas fisicas de las cuevas
podrian afectar la dinamica ecoldgica de cada una de ellas. Finalmente, encontramos
evidencia de evolucién modular para la forma del cuerpo y la forma de la cabeza,
observando patrones diferentes entre los morfotipos. Para el morfotipo troglobio, las

mejores hipotesis dividen al cuerpo en dos (cabeza y cuerpo) y tres médulos (cabeza,



parte media del cuerpo y cauda), siendo en ambos casos modulos que pueden tener
una asociacién en la obtencién de recursos, asi como locomocion y uso de habitat.
En el morfotipo de superficie, contrastd principalmente en la integracion presente en
la zona caudal y la regién media del cuerpo, exhibiendo mas una adaptacion a las
funciones locomotoras. Estas diferencias observadas entre morfotipos podrian ser
evidencia de las diferentes presiones selectivas ejercidas en cada ambiente,
alterando la evolucion modular entre morfotipos. En el caso de la senal filogenética,
se observé que no hay un efecto filogenético en la forma del cuerpo, lo que podria
deberse a una evolucion homoplasica de la forma en respuesta de las presiones
selectivas contrastantes del ambiente. En la premaxila si encontramos sefial
filogenética, por lo que esta estructura si tiene conservadurismo relacionado con su

historia evolutiva y probablemente con su funcién ecoldgica.



Abstract

The Mexican sardine, Astyanax mexicanus, is a model organism in
evolutionary biology, due to the fact that within the species we find two morphotypes
associated with the environment where they live: the surface form and the troglobian
form. The troglobian morphotype has been reported in at least 32 different caves
between the states of San Luis Potosi and Tamaulipas. Recent genetic studies
suggest that they could have originated in at least two different episodes,
corresponding to two genetic lineages, named the “old lineage” and the “new lineage”.

In order to understand the patterns of morphological evolution in the species, in
this study were characterized those traits that have arisen independently between
closely related lineages, when exposed to similar selective pressures (e.g. caves),
through morphometric analyzes. In addition, the trophic ecology was evaluated
through the study of stable isotopes and their relationship with ecomorphology,
together with the construction of a nutrient input index to know the impact of the
physical characteristics of the cave on the ecological dynamics. Finally, the
mechanisms related to the sources of phenotypic variation (i.e. modularity as a
promoter of diversity, and the phylogenetic signal as evidence of limitation due to
historical contingency) were evaluated.

The results of this thesis found patterns of parallel morphological evolution in
the ecomorphology, the premakxilla, the body and the head in the two lineages of the
Astyanax mexicanus cavefish, generating a troglobian form that distinguishes them
from their surface counterpart, being the shape of the head where we find the greatest
morphological differentiation, followed by the premaxilla and finally, the shape of the
body. Differences were found in isotopic signals 815N and §13C enrichment levels
between populations and geographic regions, but the values obtained suggest the
trophic level and the base carbon is similar in all the caves. There was no correlation
between the isotopic signal and the ecomorphology, in addition, we observed a trend
that indicates that the physical characteristics of the caves could affect the ecological
dynamics of each cave. Finally, we found evidence of modular evolution for body
shape and head shape, observing different patterns between morphotypes. For the
troglobian morphotype, the best hypotheses divide the body into two (head and body)
and three modules (head, middle part of the body and caudal), being in both cases

modules that may have an association in obtaining resources, as well as locomotion



and habitat use. In the surface morphotype, it mainly contrasted in the integration
present in the caudal zone and the middle region of the body, exhibiting more an
adaptation to locomotor functions. These differences observed between morphotypes
could be evidence of the different pressures exerted in each environment, altering the
modular evolution between morphotypes. In the case of the phylogenetic signal, it was
observed that there is no phylogenetic effect on the body shape, which could be due
to a homoplasy evolution of the shape in response to the selective pressures of the
environment. In the premaxilla we find a phylogenetic signal, so this structure does
have conservatism related to its evolutionary history and probably its ecological

function.



Introduccion general

El complejo Astyanax mexicanus

El género Astyanax es conformado por peces pertenecientes a la clase
Actinopterygii, Orden Characiformes y familia Characidae, presenta una gran
diversidad con al menos 200 especies reconocidas (Eschmeyer, revisado en 2021).
Posee la distribucion mas amplia en esta familia para el continente americano, y sus
especies se localizan en diferentes cuerpos de agua desde la Patagonia en Argentina
hasta el sur de Estados Unidos (Ornelas-Garcia et al., 2008; Eschmeyer, revisado en
2021). Se caracteriza por tener alta plasticidad fenotipica y una gran capacidad de
adaptacion a diversos habitats, lo que puede promover su alta riqueza especifica
(Ornelas-Garcia et al. 2008; Jeffery, 2009). En México, se puede encontrar al género
Astyanax en una gran diversidad de cuerpos de agua de todo el pais, siendo de
particular interés la sardinita mexicana, Astyanax mexicanus, la cual presenta dos
formas: una de superficie y una de cueva que son interfértiles entre si (Jordan, 1946).
La forma de superficie esta ampliamente distribuida en la regidén norte del pais, desde
las cuencas de los rios Tecolutla y Paso de Ovejas en la vertiente Atlantica, y la
cuenca del Nazas-Aguanaval en la vertiente Pacifica (Ornelas-Garcia y Pedraza,
2016). Mientras que la forma de cueva ha sido reportada en la region noroeste de
México, en al menos 32 cuevas que se ubican en la Sierra de El Abra y la sierra de
la Colmena en San Luis Potosi; y en la Sierra de Guatemala en Tamaulipas (Mitchell
et al., 1977; Elliot, 2018; Espinasa et al., 2020), y una poblacion al sur de la faja
volcanica transmexicana en la cuenca del rio Balsas, en la localidad de Granada
(Elliott, 2018).

A las poblaciones que habitan dentro de estas cuevas se les conoce como
cavernicolas o troglobias, y presentan una gran cantidad de adaptaciones a las
condiciones extremas que enfrentan (Jeffery, 2009). Estas adaptaciones pueden ser
regresivas: reduccion o ausencia del ojo, albinismo; o constructivas: desarrollo de
células sensoriales, un sistema gustativo mas sensible (Wilkens, 1988; Jeffery, 2009;
Tabin, 2016). Aunado a dichas caracteristicas morfolégicas se han propuesto una

serie de adaptaciones conductuales, las cuales se conocen como “sindrome de



cueva’, entre los que se destacan modificaciones en los ciclos del suefio, falta de

agresividad, entre otros (Dubuoé et al., 2012; Elipot et al., 2014).

Fig. 1 Los dos morfotipos de Astyanax mexicanus. A) La forma de Superficie. B) La forma Troglobia

Historia evolutiva del grupo

La primera forma troglobia fue descubierta en la Cueva Chica en la regién de la
Sierra de El Abra en 1936 (Mitchell et al., 1977) y debido a las marcadas diferencias
con el grupo de superficie (principalmente la falta del ojo y de pigmentacién) se le
denomin6 como un género y especie distinta “Anoptichthys jordani” (Hubbs e Inés,
1937). Posteriormente, otras poblaciones de cuevas también fueron descritas como
diferentes especies: A.antrobius (Alvarez, 1946) para la cueva El Pachén y A. hubbsi
(Alvarez, 1947) para la Cueva de Los Sabinos, hasta que se demostro la
interfertilidad con las poblaciones de superficie (Jordan, 1946), lo que tuvo como
resultado el cambio al género Astyanax. La comunidad cientifica ha reportado la
existencia de multiples linajes genéticos para las poblaciones que habitan en las
cuevas (Wilkens, 1988; Ornelas-Garcia et al., 2008; Strecker et al,. 2004; Coghill et
al., 2014; Herman et al., 2018). Con el objetivo de esclarecer la historia evolutiva de
estas poblaciones, se han utilizado diversos marcadores moleculares (mitocondriales
-COlI, ND2 Cytb-, los microsatélites y SNP’s del genoma completo), obteniendo como
resultado diferentes reconstrucciones historicas y evidenciando el efecto tanto de los
marcadores utilizados, como del muestreo (Bradic et al., 2012; Bradic et al., 2013;
Wilkens et al., 2003; Hausdorf, 2011).

Wilkens (1988) fue el primer autor en referirse a las poblaciones troglobias como dos
linajes: el linaje filogenéticamente “viejo”, que hace referencia a las poblaciones mas

antiguas, y el filogenéticamente “joven”, para las poblaciones mas recientes, con



base en marcadores moleculares y el grados de regresion evolutiva que observaron
hasta el momento en las distintas poblaciones. De este modo, el “linaje viejo” eran
peces con altos niveles de regresion evolutiva y lo componian las poblaciones de:
Pachén, Sabinos, Tinaja, Yerbaniz, Piedras, mientras que el “linaje joven” estaba mas
relacionado con la forma de superficie, aunque en ese entonces soélo contaba con
una poblacién de Micos, en la Sierra de la Colmena. Varios autores sostienen la idea
de que existian al menos dos grupos genéticos en las poblaciones troglobias, como
es el caso de Dowling et al. (2002) que reportaron la separacion de las poblaciones
troglobias en dos linajes, denominados como el linaje A (Chica, Subterraneo y
Pachon que se agrupaban con las poblaciones de superficie) y el linaje B (Curva,
Tinaja y Sabinos). Strecker et al. (2003, 2004), también reportaron la separacion de
las poblaciones troglobias en dos grupos genéticos, siendo concordante con una
clasificacion artificial que asignaron con base en el grado de regresién evolutiva
denominada SEP (ausencia fuerte del ojo y pigmentacién) y VEP (ausencia variable
del ojo y pigmentacion) utilizando la misma clasificacion que Wilkens de un linaje
viejo y uno joven. Ornelas-Garcia et al. (2008), encontraron que las poblaciones
troglobias se repartian en dos linajes genéticos, ademas, cada linaje contaba con
poblaciones de superficie, y los denominaron como “linaje viejo” (Grupo Sabinos
Mezquital: Piedra, Tinaja, Sabinos + Rascén) vy “linaje nuevo” (Grupo
Panuco-Tuxpan: Chica, Yerbaniz, Pachon, Molino, Micos + Superficie). Por otro lado,
Coghil et al. (2014) reportaron la existencia de 4 linajes, formados por diferentes
poblaciones troglobias, de las cuales, sélo la poblacion de Sabinos era un grupo
aislado del resto de las demas poblaciones. Fumey et al. (2018) negaron la existencia
de dos linajes, argumentando que los marcadores no daban evidencia suficiente de
que fueran grupos genéticos distintos. Sin embargo, Herman et al. (2018), utilizando
datos gendmicos, recuperaron la existencia de dos grupos genéticos, soportando la
existencia del linaje Viejo (formado por Pachén, Chica y la poblacion de superficie

Rascén) y linaje Nuevo (formado por Molino y la poblacion de superficie Coy).

Aunque existe una gran controversia acerca del tiempo y modo de colonizacion de las
poblaciones troglobias por parte de su ancestro de superficie, la comunidad cientifica
esta de acuerdo en que la adaptaciéon a los ambientes de cueva ha ocurrido en

multiples eventos independientes, siendo una de las hipdtesis mas aceptadas que la

evolucion a las cuevas han sucedido en al menos dos eventos distintos a partir de



dos diferentes linajes, de este modo, las poblaciones del “linaje viejo” fueron las
primeras en colonizar las cuevas y se asocia con el periodo de colonizacion mas
antiguo a las cuevas de la Sierra de El Abra, en San Luis Potosi (Wilkens, 1988;
Strecker et al., 2004.; Ornelas Garcia et al., 2008; Bradic et al., 2012; Herman et al.,
2018). Por otro lado, el “linaje nuevo” se refiere a los eventos de colonizaciéon mas
recientes, asociado a los eventos invasivos en la Sierra de Guatemala y la Colmena
(Ornelas Garcia et al., 2008; Bradic et al., 2012; Herman et al., 2018). Con base en lo
anterior, se reconoce la existencia de dos linajes genéticos en las poblaciones de
Astyanax al noroeste de México. Ambos linajes estan conformados por la forma de
Superficie y la Troglobia, ademas que tienen eventos de colonizacién independientes,

y por lo tanto, origenes distintos (Fig. 2).
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Fig. 2 Resumen de diferentes historias evolutivas reportadas por la comunidad cientifica

Astyanax como organismo modelo para la evolucion en paralelo

Se puede considerar a los Astyanax troglobios como un excelente organismo
modelo para el estudio de la evolucion morfolégica en paralelo, que es definida como
la evolucién independiente del mismo rasgo en linajes estrechamente relacionados

(Futuyma, 1986), debido una serie de propiedades: 1) las diversas poblaciones



existentes en varias cuevas, las cuales presentan adaptaciones a estos ambientes
extremos. 2) El reconocimiento de dos linajes genéticos, lo que implica que las
poblaciones troglobias han evolucionado de forma independiente, desarrollando de
manera aislada las caracteristicas morfolégicas que han garantizado su
supervivencia. 3) Cada linaje presenta la forma troglobia y de superficie, lo cual
brinda una comparacion directa entre la forma troglobia y la forma grupo hermano de
superficie que habitan en ambientes contrastantes (Tabin, 2016). En cuanto a los
estudios de caracterizacion morfoldgica dentro de este grupo, podemos ver que los
primeros trabajos se enfocaron en la descripcion morfolégica de los organismos,
resaltando las diferencias apreciables en los peces al compararlos con los peces de
superficie, como el albinismo, la falta de la estructura ocular, la forma del craneo
(Véase: Hubs & Ines, 1936; Alvarez, 1946; 1947; Mitchell et al., 1977). Ademas se
reportd una tendencia de disminucion de ciertos rasgos meristicos para los peces
troglobios, como el numero de vértebras y el numero de escamas (tanto en en la linea
lateral como en el numero de filas verticales), ademas, las escamas tienen un tamafio
menor y ya no esta tan profundamente incrustada en la piel como en la forma de
superficie (Wilkens, 1988).

Sin duda, muchas de las modificaciones mas conspicuas estan relacionadas con la
pérdida de la vision, la cual ha sido estudiada con un enfoque de biologia del
desarrollo, logrando caracterizar sus bases genéticas e identificando una gran
cantidad de genes que se ven involucrados en el desarrollo y pérdida del ojo (eg.
Sonic the Hedgehog -SHH- afecta directamente el tamarfo de la copa ocular),
proporcionando un excelente modelo de la evolucidén de rasgos complejos
constructivos y regresivos (Wilkens & Strecker, 2017; Yamamoto & Jeffery, 2000).
Aunado a lo anterior, y junto con otras condiciones selectivas de las cuevas, se ha
sugerido que las estructuras 6seas que rodean a la cuenca ocular, es decir los
huesos supraorbitales y suborbitales, presentan diferencias en el tamafio y la forma
entre la forma de cuevas vs. superficie (Yamamoto et al., 2003; Dufton et al., 2012).
Ademas, se ha sugerido una serie de fragmentaciones (Alvarez, 1946; 1947;Mitchell
etal., 1977; Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2018) y fusiones
de los huesos suborbitales (Mitchell et al., 1977; Yamamoto et al., 2003; Gross et al.,

2014; Powers et al., 2018), llegando a ocupar una posicion diferente en el craneo de



los peces troglobios, o incluso carecer de un hueso suborbital (Yamamoto et al., 2003;
Powers et al., 2018; 2020).

También se han reportado modificaciones en la cabeza que no estan relacionadas
con la pérdida de la vision, como: el incremento en el numero de células sensoriales,
denominadas neuromastos (Protas et al., 2008; Powers et al., 2018; Yoffe et al.,
2020), un incremento en el tamafio de las fosas nasales (Yamamoto et al., 2003), el
incremento de la cavidad bucal (Yamamoto et al., 2003; Trapani et al., 2005), y la
presencia de una asimetria bilateral en el craneo en las poblaciones troglobias (Gross
et al., 2014; 2016; Powers et al., 2018; 2020). Y por supuesto, algunos rasgos
morfolégicos asociados a habitos tréficos, como: un mayor numero de dientes en la
maxila y la mandibula inferior de los peces troglobios (Yamamoto et al., 2003; Trapani
et al., 2005; Protas et al., 2008), asi como un mayor tamafio de la mandibula inferior
(Trapani et al., 2005; Dufton et al., 2012). Estas modificaciones morfolégicas antes
mencionadas pueden variar entre poblaciones troglobias (Yamamoto et al., 2003;
Powers et al., 2020), llegando a la conclusion que han respondido a diferentes
presiones selectivas ambientales, afectando las adaptaciones funcionales de los
organismos troglobios, e.g. la poca concentracion de oxigeno en las cuevas
(Yamamoto et al., 2003; Gross & Powers,, 2016; Powers et al., 2020; Boggs & Gross,
2021).

En esta tesis se presenta una oportunidad unica ya que nos permite explorar a
grandes rasgos la variacion morfologica asociada a ambientes extremos por parte de
los dos linajes presentes en las poblaciones troglobias de Astyanax al noroeste de
México, siendo el trabajo que mas poblaciones troglobias ha analizado (ver tabla 1).
Con el fin de encontrar patrones de evolucion morfolégica en paralelo asociada a
aspectos ecoldgicos (e.g. locomocién y explotacion de recursos), y su correlacion con
las sefiales de isétopos estables entre diferentes poblaciones de cuevas, asi como
explorar los mecanismos que pueden dar origen a dichos patrones de variacion
morfoldgica, tales como la modularidad y la inercia filogenética, tanto en la forma de

las estructuras tréficas (premaxila), la forma del cuerpo y la forma de la cabeza.
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Objetivo

Evaluar la existencia de evolucion morfolégica en paralelo entre los linajes troglobios

de Astyanax mexicanus, mediante la caracterizacion de la ecomorfologia y del

morfoespacio en las formas de la premaxila, del cuerpo y la cabeza. Ademas, de

determinar la ecologia tréfica y su relacion con la ecomorfologia entre poblaciones

troglobias utilizando isétopos estables. Finalmente, estimar los mecanismos

relacionados con las fuentes de variacion fenotipica (i.e. modularidad y sefal

filogenética) en ambientes contrastantes (habitats de cueva vs. de superficie).

Objetivos especificos

1)

2)

3)

Evaluar patrones de variacion morfolégica en paralelo en los diferentes linajes de
Astyanax mexicanus en ambientes de cuevas, a través de la evaluacién meristica
y morfometria de la diversidad ecomorfologica (e.g. uso de habitat y adquisicidn
de recursos) de la forma de la premaxila, el cuerpo y la cabeza.

Evaluar la ecologia trofica en siete poblaciones de cuevas mediante el estudio de
las sefiales isotépicas 815N y 813C de A. mexicanus, y su asociacion con la
ecomorfologia de dichas poblaciones. Asi como evaluar si las caracteristicas
fisicas de las cuevas tienen un efecto en el enriquecimiento de las sefales
isotopicas.

Evaluar los mecanismos relacionados con las fuentes de variacion fenotipica: 1)
evaluar la presencia de modularidad como un mecanismo que promueve esta
variacion para la forma del cuerpo y la cabeza; y 2) estimar la senal filogenética
en los patrones de diversidad morfologica de la forma de la premaxila y del
cuerpo en los dos linajes de A. mexicanus bajo condiciones ambientales

contrastantes.
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Area de estudio

La Sierra de El Abra y la Sierra de la Colmena se ubican en San Luis Potosi, al
norte de estas sierras se encuentra la Sierra de Guatemala en Tamaulipas, México.
Estos sistemas geograficos son Karsticos (una forma de relieve originada por
meteorizacién quimica de determinadas rocas, como la caliza), por lo tanto son
altamente cavernosos (Mitchell et al., 1977). Estas regiones se encuentran en dos
grandes reservas de la biésfera: la Reserva de la de Sierra de El Abra-Tanchipa y la
Reserva de El Cielo, respectivamente (Elliot, 2018), las cuales son muy importantes
para la preservacion de la vida silvestre, asi como la conservacién de las

caracteristicas Karsticas de la region (Mitchell et al., 1977).

La Sierra de El Abra se encuentra aproximadamente a 150 kildmetros de la costa del
Golfo de México y se extiende por unos 125 kilbmetros en una direccion
generalmente de norte a sur. Esta en el limite de dos provincias fisiograficas, la
Llanura Costera del Golfo al Este y la Sierra Madre Oriental al Oeste (Mitchell et al.,
1977). La Sierra de Guatemala se encuentra en el estado de Tamaulipas, abarcando
las regiones de Chamal, Ocampo y Gémez-Farias (Elliot, 2018). El anticlinal mas
amplio que forma la Sierra de Guatemala se eleva en el extremo norte del Valle de
Antiguo Morelos y es fisicamente continuo tanto con la Sierra de EI Abra como con la
Sierra de Nicolas Pérez. Alcanza alturas de unos 2,200 metros al norte de Chamal.
Las expediciones en las cuevas dentro de esta cordillera han sido pocas, debido a la
gran dificultad para moverse en la cordillera. Mitchell et al. (1977) denominé a la
caliza de la Sierra de Guatemala (las rocas que componen la mayor parte de la Sierra
de Guatemala) como "Caliza El Abra", porque son idénticas en origen a las que se
encuentran en la Sierra de El Abra. Y, la Sierra de la Colmena se encuentra en San
Luis Potosi, en la regién de Micos. Es un afloramiento de piedra caliza que delimita

un area estrecha y se extiende hacia el sur (Mitchell et al., 1977).
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Fig. 3 Mapa de las poblaciones troglobias de Astyanax. Los nombres escritos en color negro representan al
las poblaciones de cuevas. Nombres en azul, son las poblaciones de superficie. En la Sierra de El Abra, La Sierra
de Guatemala y La Sierra de la Colmena, en los estados de San Luis Potosi y Tamaulipas. Modificado de Gross
(2012).

El presente trabajo incluye organismos de 31 localidades pertenecientes a los tres
sistemas geograficos (tabla 1). Estos fueron obtenidos en diferentes salidas al campo,
en un periodo de tiempo que comprende del afio 2015 al afio 2020. Todas las
muestras fueron colectadas bajo las indicaciones del permiso de colecta
SGPA/DGVS/02438/16, otorgado por SEMARNAT. Los especimenes fueron

pescados usando redes de mano, se mantuvieron vivos y fueron transportados con
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agua de su medio a un lugar con condiciones semi-estériles, donde fueron
sacrificados segun las condiciones del permiso de colecta. Eventualmente fueron

transportados al Instituto de Biologia para el procesamiento de los diferentes

analisis.

Tabla 1. Lista de las localidades utilizadas para este trabajo. Adicionalmente, se agreg6 el tamafo de

muestra que se utilizé de cada localidad para los diferentes analisis.

Poblacion  Region Habitat Linaje Morfotipo EM (n) MGP (n) MGC (n) MCab (n) ET (n) SF (n)
Arroyo El Abra Cueva Viejo Hibrido 10 11 6 0 0
Chica El Abra Cueva Viejo Hibrido 8 8 7 15 0
Chiquitita El Abra Cueva Viejo Hibrido 1 2 0 0 0
Toro El Abra Cueva Viejo Troglobio 0 0 0 3 0
Sabinos El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 13 6 1 0
Jos El Abra Cueva Viejo Troglobio 8 10 9 0 0
Montecillos  El Abra Cueva Viejo Troglobio 9 14 10 0 3
Tigre El Abra Cueva Viejo Troglobio 5 5 7 0 0
Palma Seca El Abra Cueva Viejo Hibrido 3 5 0 0 13
Tinaja El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 10 16 7 0
Japonés El Abra Cueva Viejo Troglobio 10 9 5 2 0
Yerbaniz El Abra Cueva Viejo Hibrido 2 3 9 5 5
Pachon El Abra Cueva Viejo Troglobio 13 12 14 3 0
Rascon El Abra Rio Viejo  Superficie 11 11 10 8 0
Otates El Abra Rio Viejo Superficie 10 10 0 0 0
Peroles El Abra Rio Viejo  Superficie 9 9 0 4 0
Tamasopo  El Abra Rio Viejo  Superficie 1 1 0 0 0
Tampaon El Abra Rio Viejo Superficie 6 6 0 0 0
ruentede  Elabra  Rio  Nuevo Superficie 7 9 0 0 0
Rancho viejo El Abra Rio Nuevo Superficie 9 9 0 14 0
Rio Florido  El Abra Rio Nuevo Superficie 6 6 0 0 0
Escondido =~ Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 9 11 5 0 8
Jineo Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 2 2 5 2 0
Molino Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 11 12 7 7 8
Caballo Moro Guatemala Cueva Nuevo Hibrido 11 15 12 5 5
Vasquez Guatemala Cueva Nuevo Troglobio 10 10 10 0 5
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Tabla 1. (Continuacion Lista de todas las localidades utilizadas para este trabajo. Adicionalmente, se agrego

el tamafio de muestra que se utilizé de cada localidad para los diferentes analisis.

Nac. Mante Guatemala Rio Nuevo
Rio Sabinas Guatemala Rio Nuevo
Subterraneo La ColmenaCueva Nuevo
Santa Anita La Colmena Rio Nuevo

Jalpan Querétaro Rio Nuevo

Superficie 4

Superficie 13
Hibrido 14
Superficie 13

Superficie 5

5
12
13
12
5

0
0
10
0

11

1

0

0

n = Tamafho de la muestra, EM = Ecomorfologia, MGP = Morfometria geométrica de la premaxila,

MGC = Morfometria geométrica del cuerpo, MCab = Morfometria geométrica de la cabeza, ET =

Ecologia tréfica y SF = Sefal filogenética.
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CAPITULO I: Variacion fenotipica

Introduccion

Las caracteristicas fenotipicas varian ampliamente entre los diversos
organismos que interactuan en su medio, mostrando la gran diversidad presente en
todos los seres vivos (Nufiez, 2003). Algunas de estas se ven afectadas por factores
genéticos y ambientales, estos rasgos pueden ser discretos (e.g el color, conteo de
estructuras) o continuos. A la variacion observable en estas caracteristicas
cuantitativas (como el tamano), se le conoce como variacion morfolégica, que es
simplemente la varianza en las medidas de dicho rasgo en los individuos de una
poblacién (Futuyma & Kirkpatrick, 2017). La morfologia es una disciplina que estudia
esta variacion y se encarga de describir la apariencia externa (estructura, forma,
tamano, etc.) asi como aspectos de las estructuras internas (i.e. érganos y
estructuras 6seas). Algunas de las aproximaciones para estudiar la variacion
morfolégica son: 1) la morfologia descriptiva, que se orienta a describir y comparar
las diferentes formas organicas bajo el contexto de la anatomia comparada, la
disciplina que se centra en el analisis de las similitudes y las diferencias anatomicas
de los seres vivos y que, se relaciona con la biologia evolutiva (L6éw et al., 2016); 2) la
morfologia funcional, que se enfoca en describir y comparar la funcién de una forma
organica o rasgo caracteristico (Wake, 1972); 3) la morfologia ecolégica o
ecomorfologia, que estudia las interacciones entre la morfologia y el ambiente
(Wainwright, 1987; Wootton, 1992); y 4) la morfologia evolutiva que busca estudiar la
historia de la forma organica (adaptaciones, modificaciones, funcion; Riedl, 1978). En
este ultimo enfoque se estudia la disparidad morfolégica de una especie o grupo, es
decir, toda la variacion morfolégica observada en una especie o un conjunto de

especies (taxa) que se vincula con los procesos evolutivos (Zelditch, 2004).

Por lo que el estudio del cambio morfoldgico es crucial para el entendimiento de como
se produce la diversidad biologica en la naturaleza, sin embargo, investigaciones con
enfoques evolutivos lidian con las consecuencias de la variacion en las poblaciones,
mientras que con menos frecuencia se ocupan de sus origenes (Wagner & Altenberg,
1996). Un buen ejemplo para explorar la evoluciéon morfolégica son aquellos que

proveen los organismos troglobios que se han adaptado a la vida cavernicola,
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presentando adaptaciones muy especificas a sus condiciones ambientales (Culver,
2009; Jeffery, 2009). Las cuevas son consideradas como “ambientes extremos”
debido a la oscuridad total y la ausencia de produccién fotoautotréfica (Culver, 2009;
Simon et al., 2017). Asociados a estos ambientes los organismos troglobios proveen
los mejores ejemplos conocidos de convergencia y regresion evolutiva, a pesar de la
diversidad taxonémica (Culver, 2009; Jeffery, 2009; Bradic et al., 2012). Algunas de
las caracteristicas convergentes entre estos organismos troglobios son: reduccion o
pérdida de la vision y pigmentacion, la especializacidon e incremento de érganos
sensoriales, alteraciones en ciclo circadiano, metabolismo, asi como modificaciones
importantes morfolégicas del craneo y cuerpo (Jeffery, 2009; Christiansen, 2012).
México cuenta con una alta diversidad de peces troglobios, cuyas especies se
incluyen en seis familias de peces: Heptapteridae (Rhamdia), Ictaluridae (Priatella),
Poeciliidae (Poecilia sulphuraria), Characidae (Astyanax), Bythitidae (Typhliasina
pearsei) y Synbranchidae (Ophisternon infernale). Todas estas especies, presentan
diferentes grados de regresion evolutiva, tanto en pigmentacion como en la pérdida
de la vision y presentan en comun diversas adaptaciones constructivas, como un
incremento en los érganos sensoriales, que les han permitido adaptarse a la vida en
las cuevas (Wilkens & Strecker, 2017). Entre todas estos grupos, resalta el género
Astyanax que se ha convertido en un grupo modelo en ECO-EVO-DEVO y para el
estudio de la evolucion regresiva. Gracias a que presenta dos formas asociados a los
diferentes ambientes: el morfotipo troglobio y el morfotipo de superficie, que han
evolucionado de manera independiente en al menos dos linajes distintos, y los cuales
son interfértiles, lo que ha permitido explorar las bases genéticas de las adaptaciones
a cuevas (Tabin, 2016).

En el caso de los morfotipos troglobios de Astyanax mexicanus, se han reportado
importantes modificaciones morfolégicas que las distinguen del morfotipo de
superficie como: La ausencia del ojo (Hubbs & Ines, 1936; Alvaréz, 1947),
modificaciones de los huesos circundantes al ojo (Mitchell et al., 1977; Yamamoto et
al., 2003; Protas, 2008; Gross et al 2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2017;
2018), el albinismo (Hubbs e Ines, 1936; Alvaréz, 1947; Yoffe et al., 2020), un mayor
numero de apéndices sensoriales (Powers et al., 2020), numero y tipo de escamas
(Wilkens, 1988; Simon et al., 2017). Los primeros estudios para este grupo se

enfocaron en la descripcidon de rasgos tentativamente asociados con la pérdida de la
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vision, como la forma de la estructura craneal, registrando fragmentaciones y
fusiones en los huesos suborbitales que no se observan en sus grupos hermanos de
superficie (Alvarez, 1946; 1947; Mitchell et al. 1977). Alvarez (1946), fue el primero en
describir estos patrones muy inusuales en la forma del craneo, su investigacion es
considerada como pionera en describir y abordar la evolucién del complejo craneal de
Astyanax (Gross & Powers, 2016). Rapidamente el organismo gano gran popularidad
como organismo modelo en investigaciones de biologia del desarrollo y morfologia
funcional, logrando caracterizar las bases genéticas e identificando varios genes que
se ven envueltos en la expresion y desarrollo del ojo (Yamamoto & Jeffery, 2000;
Jeffery, 2009; Wilkens, 2017).

También se han reportado modificaciones en el craneo que no se asocian con la
pérdida de la vision, como: el incremento de los neuromastos (Protas et al., 2008;
Powers et al., 2018; Yoffe et al., 2020), el tamafno de las fosas nasales (Yamamoto et
al., 2003), el numero de fragmentos que pueden llegar a tener los suborbitales
(Yamamoto et al., 2003, Gross et al., 2016; Powers et al., 2018; 2020), y su relacion
con la densidad de neuromastos (Powers et al., 2020), el incremento de la cavidad
bucal (Yamamoto et al., 2003; Trapani et al., 2005), la presencia de una asimetria
bilateral direccional en el craneo en las poblaciones troglobias (Gross et al., 2014;
2016; Powers et al., 2018; 2020). Y aquellos rasgos morfoldgicos asociados con los
habitos tréficos, donde se ha descrito la presencia de un mayor numero de dientes en
la maxila y la mandibula inferior en los peces troglobios (Yamamoto et al., 2003;
Trapani et al., 2005; Protas et al., 2008), ademas, de que la mandibula inferior
presenta una talla mayor (Trapani et al., 2005; Dufton et al., 2012). En cuanto al
desarrollo ontogénico de la denticion en poblaciones de Astyanax mexicanus, se ha
descrito que las poblaciones troglobias presentan una transicion en el numero vy tipo
de dientes durante los primeros dias de su vida (Trapani et al, 2005), llegando a
relacionar que esta transicion permite a los peces troglobios presenten un mayor
numero de dientes y de cuspides, aunado también un dentario mas largo (Trapani et
al., 2005; Dufton et al., 2012; Atukorala et al., 2013) y que la forma de la premaxila en
Astyanax permite una denticion adaptada a sus habitos alimenticios (Hamer et al.,
2016). Ademas se han reportado genes asociados a la expresion del numero de
dientes maxilares y el tamafio de la maxila mediante un analisis de QTL por sus

siglas en inglés (quantitative trait loci) (Protas et al., 2008; 2012).
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En los ultimos afos, con los avances en la investigacion obtenidos por la era
genomica, se han podido hacer estudios que han permitido explorar las bases
genéticas de las caracteristicas troglobias (Gross, 2012) incrementando e innovando
las lineas de investigacion asociadas con la morfologia de este grupo. A pesar de
estos estudios, son pocos los que se han centrado en comparar la evolucién de la
forma del cuerpo y las caracteristicas troficas en contraste con su grupo hermano de
superficie. Ademas, el niumero poblaciones troglobias utilizadas en la mayor parte de
los estudios es pequefio, siendo solo 4 las poblaciones (Pachén, Chica, Tinaja'y
Subterraneo) de las que se cuenta con informacion morfoldgica detallada que nos
ayude a entender la variacion presente en la forma troglobia. Por lo que el objetivo de
este capitulo es buscar patrones de evolucion morfolégica en paralelo en los dos
linajes de los Astyanax troglobios al noroeste de México, mediante la comparacion de
distintas poblaciones de ambos morfotipos (troglobio vs superficie) utilizando
herramientas de morfometria en tres marcos morfolégicos (premaxila, cuerpo y
cabeza) que se asocian a diferentes aspectos ecoldgicos que nos permite una mejor

comprensioén de la evolucion morfoldgica presenten en el grupo.

Métodos

Ecomorfologia

Se analizaron 240 organismos correspondientes a 30 localidades tanto de
cuevas como de superficie (tabla 1). De estos organismos se llevo a cabo una
evaluacion de 6 caracteres meristicos (i.e. conteos): numero de escamas en la linea
lateral, el numero de radios en las aletas dorsal y anal, numero de dientes y el
numero de cuspides de la premaxila y maxila, las cuales fueron extraidas del lado
izquierdo del pez. Una vez extraidas la premaxila y maxila se llevo a cabo la limpieza

de estas estructuras en una solucién de KOH 1M durante 15 minutos.
Para la evaluacion de estos caracteres meristicos (los conteos), se construyeron

diagramas de cajas y bigotes, se comparo entre grupos a nivel de linajes (i.g viejo vs.

nuevo) y morfotipo (i.g. troglobio vs. superficie) con una prueba de Mann-Whitney.
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Tabla 2. Descripcion de los conteos meristicos, las medidas de ecomorfologia e indices para los

analisis ecomorfolégicos.

# Siglas Medida Funcion

1 LE Longitud estandar Locomocién

2 ACu Alto del cuerpo Locomocioén

3 AnCu Ancho del cuerpo Locomocioén

4 LCa Longitud de la cabeza Habitos tréficos

5 ACa Alto de la cabeza Habitos tréficos

6 AnCa Ancho de la cabeza Habitos tréficos

7 LHc Longitud del hocico cerrado Habitos tréficos

8 LHa Longitud del hocico abierto Habitos tréficos

9 AnH Ancho del hocico Habitos troficos

10 AH Alto del hocico Habitos troficos

11 DO Diametro del ojo Habitos tréficos

12 IN Intraorbital Habitos troficos

13 LPeC Longitud del pedunculo caudal Locomocioén

14 APeC Alto del pedunculo caudal Locomocioén

15 AnPeC Ancho del pedunculo caudal Locomocioén

16 AAD Longitud de la aleta dorsal Locomocioén

17 RAD Radios de la aleta dorsal Locomocién

18 AAA Longitud de la aleta anal Locomocioén

19 RAA Radios de la aleta anal Locomocioén

20 APe Longitud de la aleta pectoral Locomocioén

21 APv Longitud de la aleta pélvica Locomocioén

22 ELI Escamas de la linea lateral

23 AnPr Ancho de la premaxila Habitos troficos

24 PrAs Proceso Ascendente Habitos tréficos

25 #DPr Numero de dientes en la Habitos tréficos
premaxila

26 LM Longitud de la maxila Habitos tréficos

27 #DM Numero de dientes en la maxila  Habitos tréficos
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Tabla 2. (continuacién) Descripcion de los conteos meristicos, las medidas de ecomorfologia e

indices para los analisis ecomorfolégicos.

28 ACu/AnCu Hidrodinamismo Locomocion
29 APeC/AnPec Compresion Caudal Locomocioén
30 DO/LCa Tamafo relativo del ojo Habitos tréficos
31 LHc/LHa Proyeccion del hocico Habitos tréficos
32 AH/ACa Apertura del hocico Habitos tréficos
33 AnH/AcCa Ancho relativo del hocico Habitos tréficos

Fig. 4 Esquema con la representacion grafica de las medidas tomadas para los analisis
ecomorfolégicos: 1) LE: Longitud estandar, 2) ACu: Alto del cuerpo, 3) AnCu: Ancho del cuerpo, 4) LCa:
Longitdu de la cabeza, 5) ACa: Alto de la cabeza, 6) AnCa: Ancho de la cabeza, 7) LHc: Longitudu del
Hocico cerrado, 8) LHa: Longitud del Hocico abierto, 9) AnH: Ancho del Hocico, 10) AH: Alto del
Hocico, 11) DO: Diametro del 0jo, 12) IN: Intraorbital, 13) LPeC: Longitud del pedunculo caudal, 14)
APeC: Alto del pedunculo caudal, 15) AnPeC: Ancho del pedunculo caudal, 16) AAD: Longitud de la
aleta dorsal, 18) AAA: Longitud de la aleta anal, 20) APe: Longitud e la aleta pectoral, 21) APv:
Longitud de la aleta pélvica. Las medidas, a detalle, se encuentran en la tabla 2. A) El cuerpo, B) la

cabeza. En lineas blancas, las mediciones asociadas a locomocion; en lineas rojas, a habitos tréficos.

Para los analisis morfométricos se obtuvieron fotografias de la premaxila utilizando
un microscopio estereoscoépico Zeiss Stemi 305®, las imagenes fueron calibradas y
se les asignd una escala con el programa Zen ver. 2.3 (Zeiss Microscopy, 2011).

Se obtuvieron 22 medidas lineales relacionadas con los habitos tréficos y la
morfologia funcional, con los cuales se estimaron seis indices ecomorfolégicos,
utilizando las estructuras tréficas (premaxila y maxila Fig. 5A y 5C) y el cuerpo de los
peces (Fig. 4) (Mise et al., 2013, Cordova-Tapia y Zambrano, 2016.; Fig. 4 y tabla 2).
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A fin de evitar el efecto por alometria las medidas lineales obtenidas se
estandarizaron mediante una regresion tipo Il (Warton et al., 2006; 2012), extrayendo
los residuales de la regresion de las mediciones lineales y la longitud estandar (LE)
con ayuda de la biblioteca smatr (Warton et al., 2012). Con los datos estandarizados,
se llevo a cabo un analisis de componentes principales (ACP o PCA por sus siglas en
inglés) utilizando el software Past ver. 3 (Hammer et al., 2001). Se realizé un
MANCOVA para encontrar diferencias a nivel de morfotipo (i.e. Superficie, y
Troglobio) y linaje (i.e. viejo=LV y nuevo=LN), usando la informacién obtenida del
PCA como variable de respuesta y la LE como covariable. También, se evalu6 una
interaccidn entre las variables explicativas y se utilizé la longitud estandar como
covariable (morfotipo x linaje, morfotipo x LE, linaje x LE). Todos los analisis

estadisticos se llevaron a cabo en el programa R, ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019).

Morfometria geométrica

Se obtuvieron fotografias de tres marcos morfolégicos distintos: la forma de la
premaxila, la forma del cuerpo y la forma de la cabeza (Fig. 5B, 5D y 6). En el
programa TPSULil se transformaron en imagenes digitales con formato .tps para
posteriormente digitalizar los landmarks para cada marco morfolégico con el

programa TPSDig

Fig. 5 Medidas tomadas para los analisis de ecomorfologia para la premaxila, A) AnPr: ancho de la
premaxila, PasPr: proceso ascendente de la premaxila. B) Posiciéon de los 2 hitos homdélogos y 50
pseudolandmarks usados para los analisis de MG que cubren la forma del proceso ascendente. C) LM:
longitud de la maxila y D) Posiciéon de los 12 landmarks y 15 pseudolandmarks para los analisis

de MG de la forma del cuerpo.
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Para la premaxila se analizaron un total de 260 organismos de 30 localidades
correspondientes a los dos linajes (linaje viejo y linaje nuevo), de la vista lateral de la
estructura, se colocaron 2 landmarks homdlogos y una curva de 50 pseudolandmarks

que abarcé la forma del proceso ascendente (Fig. 5B y tabla 3).

En la forma del cuerpo se evaluaron un total de 159 individuos pertenecientes a 18
localidades (tabla 1) a partir de fotografias de la vista lateral izquierda de peces vivos
anestesiados, se digitalizaron 12 landmarks homdlogos y una curva con 15
pseudolandmarks en el perfil dorsal del organismo siguiendo a Ornelas-Garcia et al.
(2014) (Fig. 5D y tabla 3).

En el caso de |la forma de la cabeza, se tomaron fotografias del lado lateral izquierdo
de la cabeza de peces silvestres, preservados en alcohol absoluto, con ayuda del
Microscopio Leica Z16 ApoA, en el Laboratorio de microscopia y fotografia de la
conservacion LANABIO, IBUNAM. Para la definicion del marco morfologico se
colocaron 14 landmarks homologos y dos curvas, una con 8 pseudolandmarks en el
perfil dorsal y una con 9 pseudolandmarks en el perfil ventral de la cabeza para un

total de 90 organismos (Ver Fig. 6 y tabla 3).

Fig. 6 Colocacioén de los landmarks para los analisis de la morfometria geométrica de la forma de la

cabeza. En rojo, los landmarks homdlogos. En azul, los pseudolandmarks que delimitan la curva.
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Tabla 3. Descripcioén de los landmarks utilizados para los diferentes marcos morfologicos
analizados en este trabajo.

No. Descripcion del landmark Tipo
Premaxila

1 Insercion anterior del limo diente de la premaxia KT

2 Insercién anterior primer diente de la premaxila LMKA1

3-52 Curva que abarca el proceso ascendente de la premaxila LMK3
"""""" Cuerpo
1 Puntaanteriordelmadar Mk2

2 Insercion anterior de la aleta Dorsal LMKA1

3 Insercién posterior de la aleta dorsal LMKA1

4 Insercién anterior de la aleta adiposa LMKA1

5 Insercion dorsal de la aleta caudal LMKA1

6 Insercion ventral de la aleta caudal, LMKA1

7 Insercion posterior de la aleta anal LMKA1

8 Insercion anterior de la aleta anal LMKA1

9 Insercién de la aleta pélvica LMKA1

10 Insercién de la aleta pectoral LMKA1

11 Yugal LMK1

12 Extension posterior del opérculo LMK2

13-27  Curva que describe el perfil dorsal del organismo. LMK3
"""""" Cabeza
1 Putaanteriordelmaxiar K2

2 Cresta del craneo LMK1

3 Yugal LMKA1

4 Extension de la maxila LMKA1

5 Extension del preopérculo LMK2

6 Insercion dorsal del Suborbital 3 con el Suborbital 2 LMK1

7 Insercion anterior del Suborbital 3 con el Suborbital 4 LMK1

8 Insercion posterior del Suborbital 3 con el Suborbital 4 LMKA1

S Extension del Suborbital 3 LMK2

10 Insercion ventral del Suborbital 3 con el Suborbital 2 LMKA1

11 Extension dorsal del opérculo LMK2

24



Tabla 3 (continuacion) Descripcion de los landmarks utilizados para los diferentes marcos

morfolégicos analizados en este trabajo.

12 Extension posterior del opérculo LMK2
13 Extension ventral del opérculo LMK2
14 Extension anterior del opérculo LMK2
15-22  Curva que describe el perfil dorsal de la cabeza LMK3
23-31  Curva que describe el perfil ventral de la cabeza LMK3

LMK1 = Landmark tipo 1, LMK2 = Landmark tipo 2, LMK3 = Landmark tipo 3

A los tres marcos morfologicos se les realizé un analisis de ordenamiento de Relative
Warps (RW) usando el programa TPSRelw para observar la diferencia en las formas
relativas asociadas a los componentes que explican mayor porcentaje de varianza,
que se calculan mediante el ajuste de una funcion de interpolacion con las gradillas
de deformacion (thin-plate-spine de Bookstein, 1989; 1991) y las coordenadas x, y
del punto de referencia para cada espécimen en la muestra de datos (Rohfl, 1993;
2001; Stone, 1998). Después se analizo la varianza de la forma por medio de un
MANCOVA, utilizando los RWs como variables de respuesta, el morfotipo y el linaje
como factores, y el tamano del centroide (CZ) como covariable. También, se evalu6
una interaccion entre los factores y la covariable (morfotipo x linaje, morfotipo x CZ,
linaje x CZ). Ademas, se realizd un analisis de variables canodnicas (CVA por sus
siglas en inglés) en la biblioteca Morpho en R ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019),
utilizando la funcion “CVA”. Finalmente, se realizé un analisis de disparidad
morfolégica con ayuda de la biblioteca geomorph en R ver. 3.6.1 (R Core Team,
2019), usando la funcién “morphol.disparity” para conocer el grado de disparidad

dentro y entre los diferentes grupos.

Resultados

Ecomorfologia

Entre las variables meristicas evaluadas unicamente se observaron
diferencias para el numero de escamas en la linea lateral y el numero de dientes de la
maxila (Fig. 7). Las poblaciones pertenecientes al morfotipo de superficie presentaron

un mayor numero de escamas en su linea lateral (W = 12016, p <0.01), con una

25



moda de 35 escamas, en comparacion con las poblaciones del morfotipo troglobio

cuya moda fue de 33 escamas (Fig. 7A).

En el caso del numero de dientes en la maxila, los peces troglobios presentaron un
mayor numero de dientes con respecto a los de superficie (W = 1365.5, Valor de p <
0.001; Fig. 7B). Ademas, se observo una diferencia a nivel de linaje para el morfotipo
troglobio, presentando una moda de 3 dientes para el linaje nuevo y 4 para el linaje
viejo, mientras que los peces de superficie presentan una moda de dos dientes en
ambos linajes.

Conteo de escamas en la linea lateral

39|
A) T »
37
: iy 5iid
o 33
] @ -
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29 %
27 e e N s e g
Linaje Nuevo ' - Linaje Viejo
Conteo de dientes en la maxila
6
B) ASuperﬂcie

No. de dientes

. | Orrogabio |
e % -+

Linaje Nuevo Linaje Viejo

Troglobio Superficie Troglobio Superficie
Fig. 7 Diagrama de cajas y bigotes de los conteos meristicos: A) Niumero de escamas de la linea

lateral. B) Numero de dientes en la maxila. La linea gris representa la moda y la x la media de cada

grupo.

De las variables ecomorfolégicas continuas, los primeros dos componentes del PCA
explican una varianza acumulada de 35.05 %. El PC1 explica 20.80% de la varianza,
y las variables que tienen mas peso en el lado positivo son: LHc, PasPr yla LM;y en
el extremo negativo son: LPec, AA, y la APv. El PC2 explica 13.2% de la varianza, y
se ordena en el extremo positivo por las variables LHa, LCa y el indice Ancho relativo
del hocico; y en el extremo negativo con LHc, los indices tamario relativo del ojo y la
proyeccion del hocico. Al graficar estos componentes (Fig. 8), se observa un traslape
entre las dos formas de cueva y superficie, sobre todo los troglobios del linaje nuevo,

sin embargo se aprecia una ligera segregacion hacia el lado negativo del PC1 por
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parte de los organismos del morfotipo troglobio del linaje viejo y a los de Superficie en

el lado positivo del mismo. También podemos apreciar que el morfoespacio obtenido

para el morfotipo Troglobio es mayor que el del morfotipo de Superficie.

Ecomorfologia

PC2 (13.2%)

a Superficie_Nuevo

s Superficie_Viejo

o Troglobio Nuevo

<]

e Troglobio_Viejo

PC1 (20.8%)

Fig. 8 Grafica de los resultados del PCA para las variables ecomorfolégicas. En Triangulos: los peces

asignados al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el

linaje viejo, los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En

Circulos: los peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y

representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje

nuevo. Los primeros dos componentes del analisis explican el 24% de la varianza acumulativa (PC1 -

20.8%, PC2 -13.2%).

Tabla 4. Resultados del MANCOVA de las variables ecomorfologicas para las comparaciones entre morfotipos,

linajes, sus interacciones y el efecto del tamafio (LE). Los valores resaltados en negro y con un asterisco,

presentan diferencias estadisticas significativas p < 0.05.

Ecomorfologia GL Pilliai  Aprox. F Valor de p
Morfotipo 2 0.982 57.92 <0.001*
Linaje 1 0.297 22.62 <0.001*
LE 1 0.162 10.38 <0.001*
Morf*Linaje 2 0.184 5.47 <0.001*
Morf*LE 2 0.054 1.50 0.152
Linaje*LE 1 0.037 2.10 0.081

27



En los resultados del MANCOVA obtuvimos diferencias estadisticas significativas
entre los morfotipos (i.e. troglobio y superficie), los linajes (nuevo y viejo), talla (LE) y
la interaccion entre morfotipo y linaje (tabla 4). De acuerdo con los resultados, las
mediciones del morfotipo troglobio destacan en lo siguiente: son de menor tamanio,
LE: promedio: 4.82 cm vs 5.48 cm de los de superficie, presentan una cabeza y un
pedunculo caudal de mayor tamafio en relacién con su talla, tienen una boca mas
ancha, el tamafio del proceso ascendente de la premaxila y la longitud de la maxila es
menor, y el diametro de la cuenca ocular es mucho menor en comparacion de sus

homadlogos de superficie.

Forma de la premaxila: morfoespacio y disparidad morfologica

En el analisis de “relative warps” de la MG muestra cierta diferenciacion entre
los morfotipos troglobio y superficie, con un poco de sobrelapamiento entre ambos. El
RW1 explica el 55.56% de la varianza y nos muestra un cambio en la forma con
respecto al ancho de la premaxila y su proceso ascendente, teniendo en el lado
negativo una forma menos ancha y un proceso ascendente mas fino, es en este lado
donde se agrupan los peces de superficie (Fig. 9A). En el lado positivo, la forma de la
premaxila es mas ancha, el proceso ascendente es mas robusto y menos alargado,
siendo la forma que es mas comun en los peces troglobios. En el caso del RW?2
explica 21.45% y nos muestra la variacion con respecto al angulo y ancho del
proceso ascendente. En el lado negativo, tenemos un proceso ascendente mas fino,
mientras que del lado negativo el proceso ascendente es mas ancho. En los
resultados obtenidos en el MANCOVA, se obtuvo que hay diferencias en la forma de
la premaxila entre morfotipos, linajes, asi como una interaccién entre ambas variables
(Fig. 9A, tabla 5).

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas que en conjunto explican el 100%
de la varianza acumulada, la VC1 explica el 72.5 % de la varianza y recupera a los
morfotipos como grupos diferentes, y la VC2 (18.5% de la varianza) divide a los
linajes de la forma troglobia (Fig. 9B). En cuanto a las distancias de Mahalanobis
entre grupos en la forma de premaxila (tabla 6), las mayores distancias fueron entre
el morfotipo troglobio vs. superficie, siendo la mayor distancia entre superficie linaje

viejo y troglobio de linaje viejo (DMah=5.52).
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% Forma de la premaxila & Superiicie Nuavo

A Superficie_Viejo

o Troglobio_Nuevo
e Troglobio_Viejo
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Fig. 9 Analisis de morfometria geométrica de la forma de la premaxila. En Tridngulos: los peces asignados al
morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el linaje viejo, los triangulos
blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En Circulos: los peces asignados al morfotipo
troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al
poligono naranja y representan al linaje nuevo. A) Relatives Warps para la forma de la Premaxila, donde los
primeros dos ejes explican el 85% de la varianza acumulativa (RW1 - 55.56%, RW2 -30%). B) Analisis de
variables candnicas para la forma de la Premaxila, los primeros dos ejes explican el 90.1% de la varianza
acumulativa (VC1 - 71.6%, VC2 - 18.5%). En los extremos de cada eje se coloco la forma relativa de la premaxila
correspondiente, lo que nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio

proyectado por cada eje, tanto de los RWs como de las VCs.

Por ultimo, en cuanto a la disparidad morfologica, el morfotipo troglobio es el que
presenta una mayor disparidad morfolégica (0.0124), y en este sentido el morfotipo
de superficie presenté un valor considerablemente mas bajo (0.0076). Profundizando

a nivel de linaje, son los linajes del morfotipo troglobio los que tienen una mayor
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disparidad morfoldgica, siendo el linaje viejo el que presenta los valores mas altos

(0.0115), en el caso del morfotipo de superficie, es el linaje nuevo el que presento

una mayor disparidad morfologica (0.0072). En las comparaciones pareadas de la
disparidad morfoldgica a nivel de morfotipo y linaje, se observé una diferencia entre
los morfotipos significativa, siendo que el linaje viejo de los troglobios el que presenta
diferencias con ambos linajes de superficie (tabla 7). Para visualizar de forma grafica
se compararon las formas consenso de cada morfotipo, los resultados son
consistentes con los obtenidos en los analisis de RW's, tomando el morfotipo de
superficie como referencia, en su comparacion con la forma de troglobia (Fig. 10A) se
aprecia claramente que los vectores de desplazamiento en la curva que describe el
proceso ascendente de la premaxila cambian hacia una forma mas ancha y con un
proceso ascendente mucho mas corto y robusto, mientras que en la comparacion de
la forma de superficie entre linajes, no se presentan cambios (Fig. 10B). Finalmente,
entre el linaje viejo y nuevo troglobios, si hubo un ligero cambio (Fig. 10C),

presentando el linaje nuevo una forma casi intermedia entre el linaje viejo troglobio y
la forma de superficie.
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Fig. 10 Comparacion de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie
(referencia) vs Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (referencia) vs

Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C) Troglobio linaje viejo (referencia) vs Troglobio linaje nuevo
(vectores). En rojo los landmarks homadlogos, y en azul los pseudolandmarks.
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Tabla 5. Resultados de los analisis del MANCOVA de los tres marcos morfoldgicos. Los valores en negritas y

con un * son estadisticamente significativos (p <0.05).

1
Premaxila GL Valordep : Cuerpo GL Valorde p : Cabeza GL Valordep

1 1
Morfotipo 2 <0.001* I Morfotipo 2  <0.001* ! Morfotipo 2  <0.001*

Linaje 1 <0.001* E Linaje 1 <0.001* E Linaje 1 0724
cz 1 <0.001* E cz 1 <0.05* E cz 1 0516
Morf'Lin 2  <0.001* | MorfLin 2  <0.001* , Morf‘Lin 2  0.098
Morf'CZ 2  0.141 E MorffCZ 2  0.162 E Morf'CZ 2  0.357
Lin*CZ 1  0.555 E Lin*CZ 1  0.255 E Lin*CZ 1  0.757

Forma del cuerpo: morfoespacio y disparidad morfologica

En el morfoespacio de la forma del cuerpo no se observé una separacion clara
entre los morfotipos, el RW1 explica el 30.37% de la varianza acumulativa y nos
muestra un cambio en el perfil dorsal de los peces, teniendo hacia el extremo del eje
negativo una cuerpo mas alargado y con una cabeza mas alta proporcionalmente (Fig.
11A). EI RW2, explica un 13.92% de la varianza, y permite discriminar mejor entre los
morfotipos troglobio y de superficie, sobre todo los troglobios del linaje viejo que
estan cargados en el lado negativo de este eje. En este componente vemos de
manera mas fina el cambio en el perfil dorsal de los organismos, sobre todo en region
cefélica, teniendo una forma céncava de la cabeza en la forma troglobia, ademas de
un cambio en la longitud del pedunculo caudal, los peces de superficie se agrupan en
el lado positivo de este eje los cuales ademas de no presentar una forma céncava en
la cabeza el pedunculo caudal es menos alargado en comparacion con los peces
troglobios. En el MANCOVA se observaron diferencias entre los morfotipos, asi como
entre los linajes de los organismos y una interaccion fuerte entre ambas variables
(tabla 5).

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas que explican el 100% de la varianza,
y aunque en el analisis es posible observar un ligero traslape entre las formas de
superficie y troglobias, hay una mayor discriminacion tanto entre formas como entre
sus linajes (Fig. 11B). La VC 1 explica el 71.6% de la varianza y separa a las
poblaciones por morfotipos, el morfotipo de superficie se agrupé hacia el lado positivo

del eje y el morfotipo troglobio en el negativo. También se puede apreciar que a nivel
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de linaje los grupos estan ligeramente separados para el caso de superficie. Para el
morfotipo, tenemos al linaje viejo la parte negativa de este eje (Fig. 9), mientras que
el linaje nuevo estan en medio de ambos morfotipos. En La distancia de
Mahalanobis se obtuvo que las poblaciones troglobias y superficie tienen mas
distancia entre ellas, siendo el linaje viejo troglobio el que tiene una mayor distancia

con ambos linajes de superficie (Dwan= 5.21) (tabla 6)
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Fig. 11 Analisis de morfometria geométrica de la forma del cuerpo. En Triangulos: los peces asignados
al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el linaje viejo,
los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En Circulos: los
peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y representan el
linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje nuevo. A) Relatives

Warps para la forma del cuerpo, donde los primeros dos ejes explican el 50.3% de la varianza
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acumulativa (RW1 - 30.58%, RW2 - 19.80%). B) Analisis de variables candnicas para la forma del
cuerpo, los primeros dos ejes explican el 90.1% de la varianza acumulativa (VC1 - 71.6%, VC2 -
18.5%). En los extremos de cada eje se coloco la forma relativa del cuerpo correspondiente, lo que
nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio proyectado por cada eje,

tanto de los RWs como de las VCs.

Tabla 6. Distancia de Mahalanobis entre los dos linajes (viejo vs. nuevo) de los dos morfotipos

(troglobio vs. superficie) para la forma de la premaxila, cuerpo y cabeza

Troglobio viejo Troglobio Nuevo Superficie viejo

Premaxila

Troglobio Nuevo 3.68926

Superficie viejo  4.98354 3.82049
Superficie nuevo 5.5241 3.97164 3.0852
Cuerpo

Troglobio Nuevo 3.32179

Superficie viejo  5.21639 4.15201
Superficie nuevo 5.10293 3.01807 3.7793
Cabeza

Troglobio Nuevo 6.28822
Superficie viejo  9.93495 8.67914

Superficie nuevo  7.94021 8.39430 6.223907

En cuanto a la disparidad morfoldgica, el morfotipo troglobio presentd una mayor
disparidad (0.00168), con respecto al morfotipo de superficie (0.00140). A nivel del
linaje, es similar a los resultados obtenidos en la premaxila, los linajes del morfotipo
troglobio tienen valores ligeramente mas altos, siendo el linaje viejo el que presento la
mayor disparidad. Sin embargo, ninguna de las comparaciones pareadas mostraron
diferencias significativas (tabla 7). Al visualizar de manera grafica estas
comparaciones, los cambios en la forma mas apreciables se dan entre el morfotipo
de superficie (usandolo como referencia) contra el troglobio, apreciando que los
vectores de desplazamiento en la curva que describe el perfil dorsal de la cabeza,

van hacia una zona mas baja en la region de la cabeza,y una zona mas alta cuando
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la curva se acerca a la insercién de la aleta dorsal, mostrando que la forma troglobia
presenta una cabeza mas concava (deprimida en la regién cefalica) y esto provoca
una mayor diferencia en el perfil dorsal del pez (Fig. 12A). Por ultimo, las

comparaciones a nivel de linaje no presentan diferencias (Fig. 12B y 12C).
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Fig. 12 Comparacién de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie (referencia) vs
Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (ref.) vs Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C)
Troglobio linaje viejo (ref.) vs Troglobio linaje nuevo (vectores). En rojo, los landmarks homologos, y en azul, los

pseudolandmarks.

Forma de la cabeza: morfoespacio y disparidad morfologica

El morfoespacio de la forma de la cabeza nos muestra diferencias muy claras
a nivel de morfotipo. En el analisis de RW, obtuvimos que los primeros dos
componentes explican 44.5% de la varianza. El primer componente explica el 30.05%
de la varianza acumulativa y separa a los morfotipos, siendo las diferencias
principales el cambio en la forma de los huesos suborbitales, de manera mas

especifica en el suborbital 3 (SO3), agrupando en el extremo negativo del primer
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eje a la forma de superficie, con un SO3 mucho mas amplio, en contraste con la
forma troglobia, que muestra un SO3 mucho mas compacto (Fig. 13A). El MANCOVA
arrojo que hay diferencias significativas a nivel de morfotipo, pero no mostro

diferencias entre los linajes o su interaccion (tabla 5).

0.10 Forma de la Cabeza 4 Superficie_Nuevo
A A Superficie_Viejo
.08 8, o Troglobios_Nuevo
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Fig. 13 Analisis de morfometria geométrica de la forma de la Cabeza. En Triangulos: los peces
asignados al morfotipo de superficie, los triangulos negros definen el poligono azul y representan el
linaje viejo, los triangulos blancos definen el poligono azul cielo y representan al linaje nuevo. En
Circulos: los peces asignados al morfotipo troglobio, los circulos negros definen el poligono rojo y
representan el linaje viejo, los circulos blancos definen al poligono naranja y representan al linaje
nuevo. A) Relatives Warps para la forma de la cabeza, donde los primeros dos ejes explican el
44.6% de la varianza acumulativa (RW1 - 32.06%, RW2 - 12.5%). B) Analisis de variables candnicas
para la forma del cuerpo, los primeros dos ejes explican el 89.4% de la varianza acumulativa (VC1 -

57.3%, VC2 - 32.1%). En los extremos de cada eje se colocd la forma relativa de la cabeza
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correspondiente, lo que nos permite distinguir el cambio en la forma que sucede para el morfoespacio

proyectado por cada eje, tanto de los RWs como de las VCs.

En el CVA se obtuvieron tres variables candnicas (VC) que explican el 100% de la
varianza acumulativa. De los tres marcos morfolégicos analizados, el de la forma de
la cabeza es el que muestra las separaciones mas claras entre los morfotipos dada
por la VC1, que explica el 57.3% de la varianza, teniendo a el grupo troglobio del lado
negativo del eje. Mientras que la VC2 explica el 32.1% de la varianza acumulativa y
nos describe una separacion a nivel de linaje para ambos morfotipos (Fig. 13B). En
cuanto a la distancia de Mahalanobis, como en los analisis anteriores, la mayor
distancia se da entre los morfotipos, siendo el morfotipo troglobio del linaje viejo el
que presenta la mayor distancia en comparacion con el morfotipo de superficie del
linaje viejo (Dwvan = 9.934) (tabla 6).

En los analisis de disparidad se obtuvo que el morfotipo troglobio es el que tiene una
mayor disparidad morfologica (0.0063), en comparacion con el morfotipo de
superficie (0.0043). A nivel de linaje, la forma troglobia del linaje viejo es la que
presento valores mas altos de disparidad (0.0066), mientras que en el caso de
superficie es el linaje nuevo el mas alto (0.004). En las comparaciones pareadas, la
disparidad entre los morfotipos superficie vs. troglobio son significativas (tabla 7). Al
comparar las formas consenso, los cambios en la forma mas drasticos se observan
entre morfotipos teniendo la deformacion mas radical en la zona del SO3 siendo la
forma de superficie como referencia (Fig. 14A), siendo congruentes con los analisis

de Relative Warps. A nivel de linaje no hay cambios drasticos (Fig. 14B y 14C).
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Fig. 14 Comparacion de las formas consenso de los morfotipos para la premaxila: A) Superficie

(referencia) vs. Troglobio (vectores de desplazamiento). B) Superficie linaje viejo (referencia) vs.
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Superficie linaje nuevo (vectores). Y, C) Troglobio linaje viejo (referencia) vs. Troglobio linaje nuevo

(vectores). En rojo, los landmarks homodlogos, y en azul, los pseudolandmarks.

Tabla 7. Resultados de los analisis de disparidad morfoldgica de los tres marcos morfolégicos. Los
resultados resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p <0.05), con ** p <
0.01, ***esp <0.001.

Distancia de Foote Premaxila Cuerpo Cabeza
Troglobio 0.0124109 0.0016840 0.0063924
Superficie 0.0076461 0.0014075 0.0043304

Troglobio Viejo 0.0115062 0.0015663 0.0066598
Troglobio Nuevo 0.0091376 0.0015409 0.0053007
Superficie Viejo 0.0069446 0.0012641 0.0037203
Superficie Nuevo  0.0072782 0.0013449 0.0040094

Svs. T 0.0047648*** 0.0002764 0.0020619**
SV vs. SN 0.0003335 0.0000807 0.0002890
SVvs. TV 0.0042280*  0.0003020 0.0029394**
SV vs. TN 0.0018594 0.0002767 0.0015803
SN vs. TN 0.0021929 0.0001960 0.0012912
TV vs. SN 0.0045615**  0.0002213 0.0026503**
TV vs. TN 0.0023685 0.0000253 0.0013590

Discusién
La forma troglobia de los Astyanax

Las condiciones ambientales de las cuevas son muy contrastantes a las del
habitat de superficie. Resaltando las condiciones de oscuridad perpetua, la limitacion
en la cantidad de recursos y parametros ambientales que pueden cambiar de una
zona a otra (i.e. temperatura, oxigeno, etc.), estas condiciones en conjunto, definen a
las cuevas como ambientes extremos y presentan fuertes presiones de selecciéon
para los organismos (White & Culver, 2012). Bajo este contexto, nuestros resultados

encontraron patrones de evolucion morfolégica en paralelo en los dos linajes
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genéticos de los Astyanax que habitan en las cuevas, generando una forma troglobia
que se diferencia claramente del grupo de superficie. En términos generales, la forma
troglobia se distingue de la forma superficie por las siguientes caracteristicas
morfolégicas: Son de menor tamafo (4.82 cm vs 5.48 cm), presentan un menor
numero de escamas en la linea lateral (moda = 33 vs 35), el pedunculo caudal es
mas alargado, y la forma del cuerpo cambia en el perfil dorsal del organismo, sobre
todo en la region cefalica. En la cabeza tenemos una forma mas concava y
diferencias mas especificas, como las de las estructuras asociadas a los habitos
troficos: un mayor numero de dientes en la maxila (3-4), una longitud y ancho del
hocico de mayor tamafio, una premaxila con un proceso ascendente mas robusto y
ancho; y las que estan asociados a otras presiones selectivas, como: un menor
tamano de la cuenca ocular, un cambio prominente en el SO3 el cual tiene una forma
mas compacta y en una posicion distinta en la cabeza, y el opérculo branquial tiene
una forma romboidal mas amplia. Estas diferencias en distintos rasgos morfolégicos
con su grupo hermano de superficie, nos muestran como los diferentes linajes de

cuevas han evolucionado en respuesta a presiones selectivas similares.

Diversidad morfolégica del cuerpo

La reduccion en la talla y el numero de escamas se ha asociado con las
relaciones metabdlicas y energéticas de los peces con el medio, planteando
originalmente que poseian una alimentacion “mala” debido a la escasez de recursos
(Wilkens, 1988). Sin embargo, esta hipdtesis se ha cuestionado, argumentando que
estas reducciones se ven afectadas por muchos mas factores, como la temperatura
y la época del ano (Simon et al., 2017). En el caso del numero de escamas se ha
llegado a argumentar que esta reduccidn esta asociada con pérdidas parciales de su
funcidén bioldgica, como la proteccion que brindan al cuerpo de los peces (Wilkens,
1988). Especificamente los Astyanax troglobios aun poseen escamas en
comparacion de otros peces troglobios que las han perdido (Sinocyclocheilus
anshuiensis, Yang et al., 2016; Barbatula, Behrmann-Godel et al., 2017), por lo que
se ha propuesto que la reduccion en el numero de escamas es una adaptacion a la
vida troglobia, asociada a diversas presiones que cambian en los habitats troglobios,
como la reduccién en comportamiento agresivo (Wilkens, 1988; Simon et al., 2017),
pudiendo ser un evento que apenas va comenzando y es un proceso continuo de

reduccion en las escamas para los A. mexicanus troglobios (Simon et al., 2017). En el
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caso del pedunculo caudal, el morfotipo troglobio presenta una talla mayor y una
forma mas comprimida en comparacion del morfotipo de superficie, este es un rasgo
que se asocia con la propulsion y locomocién que generan los peces para
desplazarse en su medio (Cordova-Tapia & Zambrano, 2017; Ornerlas-Garcia et al.,
2017; 2018). Por lo que podemos asumir que la propulsion y maniobrabilidad de los
morfotipos es distinta, y que se puede dar como una respuesta especifica a las
condiciones fisicas de su medio. Por otro lado, nuestros resultados en la diferencia en
el perfil dorsal que nos presenta la region cefalica del morfotipo troglobio no sugieren
que tenga una implicacion hidrodinamica. Por ultimo, la forma del cuerpo presento los
valores de disparidad mas bajos, incluso al momento de comparar entre morfotipos,
lo que nos indica que la variacion morfolégica en el cuerpo no es tan alta como se
esperaba, lo que sugiere que la morfologia de los Astyanax troglobios no parece
evolucionar de manera integrada y pueden responder de manera diferencial a las
presiones ambientales, lo que nos brindo una buena base para abordar el estudio de

los procesos que afectan la evolucién morfoldgica en el tercer capitulo.

Diversidad morfolégica asociada a habitos troficos

Varios de los rasgos morfolégicos que destacan a la forma troglobia estan
asociados a los habitos troficos del organismo. Se habia reportado previamente para
un par de poblaciones troglobias un incremento en el numero de dientes en la maxila
(Yamamoto et al., 2003; Protas et al., 2008; 2012), y al incrementar el nUmero cuevas
analizadas por linaje, pudimos observar diferentes modas entre los morfotipos y el
linaje (i.e. 3 dientes para el linaje viejo y 4 dientes para el linaje nuevo), sin haber
diferencias significativas, lo que apoya la observacién previa de que estos rasgos
presentan variacion entre las diferentes cuevas (Yamamoto et al., 2003). Aunado a lo
anterior, también reportamos una longitud del hocico y ancho del hocico de mayor
tamano, pero que generan una menor proyeccion del hocico. Con anterioridad se
habia reportado que el grupo troglobio presentaba una mandibula inferior de mayor
tamano, lo que propiciaba el desarrollo de un dentadura mas compleja, refiriéndose a
la transicion ontogénica de los organismos, pasando de tener dientes monocuspidos
a multicuspidos (Atukorala et al., 2013; Hamer et al., 2016). Nuestros resultados no
encontraron diferencias en el tipo de dientes (numero de cuspides por diente en la
premaxila), por lo que no apoyaria la idea de que el grupo troglobio genere

denticiones mas complejas para la premaxila de los organismos. En el caso de la
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proyeccién del hocico, es un estimador que se utiliza para evaluar la habilidad del pez
para capturar presas muy moviles o de gran tamafo, mientras mas alto sea el valor
obtenido es un indicador de que un pez se especializa en alimentarse de este tipo de
presas (Hulsey et al., 2005; Mise et al., 2013), nuestros resultados mostraron que
ambos morfotipos no tuvieron valores altos de la proyeccién del hocico, sin embargo
el grupo troglobio tenia una proyeccién menor, lo que sugiere que los habitos
alimenticios diferentes en los dos morfotipos puede tener un impacto en esta
diferencia (Mitchell et al., 1977; Wilkens, 1988; Espinasa et al., 2017). Por ultimo, la
premaxila del grupo troglobio presenta una forma mas amplia, con un proceso
ascendente mas pequefio y mas robusto, sobre todo la del linaje viejo. Esta
estructura ademas presentd un gran disparidad morfolégica dentro del grupo
troglobio, evidenciando que los ancestros de superficie eran seguramente omnivoros,
como se ha reportado para otros Astyanax de superficie actuales, que se alimentan
de una gran cantidad de cosas como insectos, plantas y peces mas pequenos
(Bonato et al., 2017; Ornelas-Garcia et al., 2018). Por lo tanto, esta estructura trofica
no presenta un grado alto de especializacion como el que se puede ver en otros
characidos con habitos depredadores piscivoros muy marcados, como el género
Oligosarchus (Bonato et al., 2017). Otros autores han demostrado que la anatomia
de las estructuras troficas y la dieta de los peces estan correlacionadas (Albertson et
al., 2003; 2005; Parsons et al., 2011; Garita-Alvarado et al., 2018; Ornelas-Garcia et
al., 2018b), por lo que nuestros resultados sugieren que estas modificaciones
presentes en el grupo troglobio reflejan la adaptacion a la presion ejercida por los
nuevos recursos alimenticios en el habitat de las cuevas. Es posible que tener mas
dientes maxilares y unas premaxilas mas amplias sirvan para poder abarcar una
mayor cantidad de materia organica al momento de buscar en alimento en el sustrato

de las pozas.

Diversidad morfoldgica de la cabeza

Los patrones de diversidad morfologica en la cabeza de los Astyanax troglobios
son de los rasgos morfologicos que mejor han sido descritos, teniendo claro aquellos
que se dan como resultado de la pérdida de la vision, como la reduccion de la cuenca
ocular, fragmentaciones y modificaciones en los huesos suborbitales y supraorbitales

(Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2017; 2018); y aquellos que
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no estan asociados a esta pérdida de la visidén, como la diversidad de los rasgos
troficas, el tamano de las narinas, el numero de neuromastos, etc (Yamamoto et al.,
2003; Trapani et al., 2005; Powers et al., 2018). Los resultados obtenidos en la
diversidad de la cabeza son los mas marcados entre los dos morfotipos, nos
muestran que el grupo troglobio tiene un menor tamano relativo del ojo, rasgo que se
asocia a un efecto de evolucion regresiva en respuesta a las condiciones de
oscuridad perpetua (Wilkens, 2017). Esto mismo también se puede relacionar con los
resultados de la forma del perfil dorsal de la cabeza, la reduccion de estructura ocular
propicia esta forma mas concava en comparacion del grupo de superficie. A su vez,
también afecta los resultados obtenidos en el SO3, que tiene una forma muy diferente
a la del grupo de superficie y una posicion diferente en la cabeza, similar a lo
reportado con anterioridad. Otro rasgo distintivo que se aprecia en la forma de la
cabeza es la forma del opérculo branquial. El grupo de superficie tiene una forma mas
final, similar a un tridngulo, mientras que el grupo troglobio presenta una forma mas
amplia, similar a un rombo, este rasgo puede estar asociado a una adaptacion a un
medio hipoxico, ya que un opérculo mayor, resguarda filamentos branquiales de
mayor tamano en respuesta a condiciones con una menor cantidad de oxigeno
(Boggs & Gross, 2021). Adicionalmente, el ancho y la apertura relativos del hocico
también se asocian como adaptaciones a estas condiciones (Boggs & Gross, 2021).
La disparidad morfolégica de la cabeza también fue alta, sobre todo la del linaje viejo
del morfotipo troglobio. Esto implica que la evolucion del complejo craneal ha sido
muy diversa dentro del grupo, a diferencia de la forma de la premaxila, la cabeza se
ve afectada por mas presiones selectivas como las condiciones de oscuridad y de

oxigenacion en el medio (Wilkens et al., 2017; Boggs & Gross, 2021).

Diferencia a nivel de “Linaje” en los Astyanax troglobios

Nuestros resultados encontraron patrones de diversidad morfolégica diferentes
en los linajes genéticos reportados del morfotipo troglobio, denominados como linaje
viejo y linaje nuevo (Wilkens, 1988; Ornelas-Garcia et al., 2008; Herman et al., 2018).
Anteriormente se propuso la hipétesis de que el linaje filogenéticamente viejo
presenta un mayor grado de regresion evolutiva en comparacion del linaje
filogenéticamente nuevo (Wilkens, 1988; Strecker et al; 2003; 2004). Nuestros

resultados sugieren que esto es posible, en los tres marcos morfoldégicos analizados
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el linaje viejo del morfotipo troglobio se separaba claramente del morfotipo de
superficie, mientras que el linaje nuevo estaba en medio de los dos grupos, llegando
a sobrelaparse con ambos en |la forma del cuerpo y de la premaxila. La disparidad
morfoldgica reportada en los tres marcos morfolégicos también nos muestra un
patron, siendo el linaje viejo del grupo troglobio el que presenta los valores de
disparidad mas altos, teniendo a la premaxila la estructura con mayor disparidad,
seguida de la forma de la cabeza y por ultimo la forma del cuerpo. Lo que implica que
el linaje viejo ha tenido mucha variacion morfolégica dentro del grupo, y que
presenten valores de disparidad distintos nos brinda una aproximacién de como
evoluciona la morfologia a las presiones ambientales (Collar et al., 2005). Con base
en lo anterior, podemos plantear que esta forma troglobia se ha generado al menos
en dos ocasiones distintas, otorgando evidencia de evoluciéon morfolégica en paralelo
como se ha reportado en Astyanax lacustres (Garita-Alvarado et al., 2018), sin
embargo, las caracteristicas morfoldgicas del morfotipo troglobio parecen responder
de manera diferente a las presiones selectivas de las cuevas, lo que se refleja en la
variedad morfolégica presente en los tres marcos morfolégicos analizados, variando
en el grado de modificacién y regresién evolutiva a nivel de linaje y poblacion
(Wilkens, 1988; Yamamoto et al., 2003; Powers et al., 2017).

La seleccion natural incrementa o disminuye la variacion en las caracteristicas

La similitud de varias adaptaciones morfologicas (e.g. la degeneracion de los
0jos) a las presiones ambientales ejercidas por las cuevas en distintos grupos de
animales (peces, salamandras, artrépodos), nos indican que la adaptacion a la forma
de vida troglobia puede ser un proceso general resultante de restricciones selectivas
similares (Soares & Niemiller, 2020). Aunque, es necesario que pase el tiempo
suficiente para que los organismos que han colonizado las cuevas se adapten al
modo de vida cavernicola y logren evolucionar in situ (White & Culver, 2012). Este
fendmeno consta de tres procesos adaptativos: 1) La generacién de un nuevo nicho
ecoldgico, 2) cambios en el comportamiento que les permitan explotar el nuevo nicho
ecoldgico, y 3) la supervivencia de la especie al nuevo estrés ambiental, si los tres
procesos tienen éxito, la poblacion lograra reproducirse y la seleccion natural fomenta
la adaptacién, produciendo cambios morfologicos, fisioldgicos y de comportamiento

adicionales (Howarth & Honch, 2012; Futuyma & Kirkpatrick, 2017). Incluso si las
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poblaciones permanecen en contacto con su homoldgo de superficie, las presiones
de seleccién impuestas por los diferentes entornos y aumentadas por el estrés
ambiental pueden fomentar a las dos poblaciones a divergir (Howarth & Honch, 2012).
Este es el caso de los Astyanax troglobios, que en al menos en dos ocasiones
pasaron por estos tres procesos adaptativos, desarrollando de forma independiente
las adaptaciones pertinentes para el modo de vida cavernicola y logrando evolucionar
in situ. Otros grupos de peces, como es el caso de las poblaciones de peces
troglobios pertenecientes a las familias de los amblyopsidos (Hart et al., 2020) y los
cyprinidos (Sinocyclocheilus. Yang et al., 2016), también se han logrado adaptar y
evolucionar las condiciones de vida cavernicolas. Sin embargo, estos factores
ambientales impuestos por la seleccion se ven influenciados por la historia evolutiva
de cada especie, lo que afecta su relacion con el medio (Futuyma & Kirkpatrick,
2017).

Se ha establecido que hay una relacion en el incremento de la disparidad morfolégica
cuando una poblacidn tiene la oportunidad ecoldgica de aprovechar un nuevo nicho
ambiental (Mahler et al., 2010; Yoder et al., 2010). Como es el caso de las lagartijas
del género Anolis, donde se ha reportado radiacién adaptativa asociada a los
cambios especificos en los regimenes selectivos que actuan sobre las poblaciones
naturales, teniendo como consecuencia una relajacion de la seleccion estabilizadora
efectiva al enfrentarse a nuevas condiciones ambientales que eventualmente
generan una seleccion diversificadora (Adams et al., 2009; Mahler et al., 2010; Yoder
et al., 2010). Este escenario es similar al que se enfrentan los organismos troglobios
al colonizar estos ambientes extremos (Howarth & Honch, 2012; White & Culver,
2012), donde ciertos rasgos fenotipicos se ven afectados mas fuertemente por las
presiones selectivas ambientales, resaltando aquellas caracteristicas regresivas (e.g.
falta de pigmentacion, reduccién de las estructuras oculares) como se ha reportado
en diversos artropodos (Howarth, 1983; Klaus et al., 2013) y vertebrados (Mitchell,
1977; Wilkens, 1988; Jefferey, 2009). Lo que ha sugerido que el incremento en esta
disparidad morfoldgica puede promover que tanto los rasgos regresivos como
constructivos (e.g. modificaciones cefalicas, 6rganos sensoriales) probablemente
sean impulsados por una fuerte seleccion direccional (Jones et al., 1992; Klaus et al.,
2013), sin descartar el posible efecto generado por la evolucion neutral (Klaus et al.,

2013; Wilkens & Strecker, 2017). Bajo este contexto, las poblaciones troglobias de
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ambos linajes (viejo y nuevo), presentan valores mas altos de disparidad morfoldgica,
reflejando el hecho de que han colonizado multiples cuevas que presentan presiones
selectivas similares (oscuridad perpetua, temperatura y salinidad constantes) que a
su vez, pueden variar de cueva a cueva, viéndose afectadas por el tiempo que el

linaje ha evolucionado en estas condiciones.

Conclusion

Encontramos un patron de evolucion morfolégica en paralelo en la
ecomorfologia, forma de la premaxila, forma del cuerpo y forma de la cabeza para
las diferentes poblaciones y linajes de los Astyanax troglobios. La forma de la cabeza
es donde tenemos mayor grado de diferencia morfologica entre los morfotipos, la
premaxila tiene un menor grado de diferencia morfoldgica y, por ultimo, la forma del
cuerpo es el que menos divergencia presenta a nivel de morfotipo. Estos patrones de
evolucion en paralelo nos indican que la variacion morfolégica se da como una
respuesta a presiones selectivas similares, desarrollando en los dos linajes
morfologias similares que los diferencia del morfotipo de superficie. Sin embargo,
también encontramos que hay diferentes grados de divergencia morfolégica a nivel
de linaje para el morfotipo troglobio, la inclusién de mas poblaciones de diferentes
cuevas para los dos linaje genéticos nos permite comprender mejor cdmo se da esta
diversidad y evolucién morfoldgica, pudiendo verse afectada por el tiempo que llevan
los linaje en la cueva, apoyando la idea de que el linaje filogenéticamente viejo
presente una forma troglobia con rasgos mas especializados y un mayor grado de
regresion evolutiva. Por lo siguiente podemos plantear dos cosas: 1) Al presentar
diferentes grados de divergencia morfoldgica en los rasgos del organismos, podemos
pensar que responden de manera independiente a las distintas presiones de
seleccidn. 2) Las diferencias a nivel de linaje nos sugiere que existe una contingencia
historica que podria estar afectando la evolucién de la forma en los sistemas de
cueva, ademas, proponen que a mayor tiempo pase una poblacion en la cueva, esta

puede presentar un mayor grado de divergencia morfologica.
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CAPITULO II: Ecologia trofica

Introduccion

Las cuevas se forman en muchos tipos de rocas y mediante diversos procesos,
aunque las cuevas mas grandes y comunes son las formadas en piedra caliza,
dolomita y lava solidificada (White & Culver, 2012; Moldovan et al., 2018). Como
habitats, las cuevas tienen algunas propiedades particulares, entre las que destacan:
1) la oscuridad perpetua, 2) la cantidad limitada de recursos y 3) parametros
ambientales constantes (e.g. temperatura y humedad). estas condiciones en conjunto,
definen a las cuevas como ambientes extremos y presentan fuertes presiones de

seleccién para los organismos que habiten en ellas (White & Culver, 2012).

Ecologia de las cuevas

Las cuevas son un tipo de ecosistemas unicos en su estructura fisica y funcion
bioldgica (Moldovan et al., 2018). El entorno geoldgico, las condiciones del habitat
terrestre exterior (tipo de vegetacion, fauna y suelo) y las caracteristicas hidrolégicas
(erosion, flujo de agua, cantidad de material arrastrado, etc.) definen los limites del
ecosistema, los diversos habitats y como la energia y la materia se mueven a través
del sistema (Roch, 1987; Simon, 2012). Dependiendo de la naturaleza de la conexion
de los cuerpos de agua con la superficie, el agua dentro de las cuevas pueden diferir
en temperatura, flujo y quimica. Por otro lado, el entorno terrestre de las cuevas se
puede definir en 5 zonas: 1) entrada, 2) crepusculo, 3) transicion, 4) zona profunda y
5) aire estancado (White & Culver, 2012), que describen un gradiente desde la
superficie en la que la luz disminuye y la temperatura y humedad se vuelven mas
estables (Howarth, 1983). Por lo tanto, los habitats terrestres y acuaticos que se
forman dentro de las cuevas no deben verse como sistemas separados, sino como

un continuo en el flujo de energia relativamente limitado (Poulson y Lavoie 2000).
Estos sistemas son considerados como oligotroficos, es decir, ambientes con baja

cantidad de materia organica disponible y densidad energética (Moldovan et al. 2018).

Por lo que se considera que la estructura tréfica de estas cuevas es menos compleja,
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tanto en energia y nutrientes en comparacion con el exterior (Moldovan et al. 2018),
siendo la conectividad e interacciones con el entorno de superficie lo que mantiene
en gran medida a los sistemas subterraneos (Kovac, 2018), siendo particularmente
alta en sistemas formados de piedra caliza, donde la percolacién de agua es

caracteristico de estas zonas (Dunne et al., 2002; Romero 2009; Kovac, 2018).

En los ecosistemas de cuevas se pueden encontrar dos tipos de redes troficas, las
basadas en detritos (materia vegetal o animal en descomposicion) y las basadas en
bacterias quimiolitoautétrofas (biomasa procariota y eucariota), diferenciandose en la
via por la cual el carbono inorganico (dioxido de carbono o bicarbonato) se
transforma en compuestos organicos (Venarsky & Hunstman, 2018). Los
ecosistemas de cuevas basados en detritos se sustentan a través de vias
fotosintéticas clasicas, ya que la materia organica es arrastrada por el flujo de agua
desde la superficie (ver mas en Simon et al., 2003). Por el contrario, los ecosistemas
de cuevas con base quimiolitoautotrofica estan respaldados por bacterias que
adquieren energia a través de la oxidacion de compuestos inorganicos, como el
sulfuro (el mas comun) y el metano, para transformar diéxido de carbono o
bicarbonato en la biomasa microbiana que respalda la productividad primaria en las
zonas mas profundas de cuevas gran tamafo (ver mas en Sarbu 2001; Engel, 2007;
Madigan et al., 2010; Venarsky & Hunstman, 2018). De este modo, es posible
estudiar las redes troficas en las cuevas, asi como el nicho ecologico en el que se

devuelven los organismos cavernicolas.

El estudio de las redes troficas

Todas las interacciones presentes en el ecosistema se les denomina como red
trofica (Smith & Smith, 2009) y su estudio comprende en conocer cuantos niveles hay
presentes en un ecosistema, de qué manera pasa la energia y la biomasa de un nivel
a otro y, de ser posible, conocer la biodiversidad presente en cada nivel (Bearhop et
al., 2004). Actualmente, uno de los métodos mas utilizados para estudiar las redes
troficas es el de los isétopos estables, que han demostrado ser una herramienta util
para, caracterizar relaciones troficas (Boecklen et al., 2011). Su utilidad se debe a
que los valores medidos en los tejidos de los consumidores estan estrechamente

relacionados con su dieta, siendo los mas utilizados el carbono y el nitrdgeno

50



(Layman et al., 2007, Jakson et al., 2011). Para el nitrégeno (la proporcion entre
14N-15N, expresadas como d15N o 615N) exhiben un enriquecimiento escalonado
con las transferencias troficas de un nivel a otro, es decir, los niveles mas altos en la
red tendran una mayor sefal de este isétopo; por lo tanto, son herramientas que
permiten estimar la posicion tréfica de los organismos. Mientras, que la sefial
isotopica del carbono (la proporcién entre 13C-12C, expresadas como d13C o0 $13C)
varia entre los productores primarios con diferentes vias fotosintéticas (por ejemplo,
plantas C3 vs C4), pero, la sefal de 513C puede cambiar poco o nada con las
transferencias de un nivel a otro dentro de la red tréficas. Por lo tanto, se utiliza para
determinar las diversas fuentes de productividad primaria en la red (DeNiro & Epstein,
1981; Peterson & Fry, 1987; Post, 2002b; Layman et al., 2007).

Uno de los métodos mas populares para estudiar estas sefales isotdpicas son las
métricas de Layman, que consiste en una serie de seis medidas que describen la
estructura, el tamafo del nicho ecoldgico y los diferentes niveles tréficos que se
pueden presentar en las redes tréficas (Layman et al., 2007). Trabajan con los
valores obtenidos de la sefial isotdpica de 515N y 613C. Como primera aproximacion
se grafican ambas senales (015N en el eje de las Y y 813C en el de las X), de este
modo vemos que 515N describe la estructura vertical (numero de niveles) de la red
trofica y 613C la estructura horizontal (los diferentes productores). Por lo tanto, se
han propuesto seis métricas que proporcionan variables de respuesta cuantitativas
que reflejan caracteristicas especificas de la estructura trofica: 1) Amplitud del 515N
(RN), es el intervalo entre el organismo con el valor mas alto de 515N y el organismo
con el valor mas bajo de 815N y describe la estructura vertical (numero de niveles) de
la red trofica, generalmente, intervalos muy amplios sugieren un mayor grado de
diversidad tréfica. 2) Amplitud del 513C (RC), es el intervalo entre el organismo con el
valor mas alto de 513C y el organismo con el valor mas bajo de 513C y describe la
estructura horizontal (los diferentes productores) de la red tréfica, un intervalo amplio
sugiere una gran diversidad en la base de la red. 3) Area total de nicho (TA),
representa una medida de la cantidad total de espacio de nicho ocupado y, por lo
tanto, una aproximacion de la extension de la diversidad dentro de la red trofica. 4)
Distancia media al centroide (CD), proporciona una medida del grado medio de
diversidad dentro de la red trofica, en funcion del grado de espaciamiento entre los

organismos. 5) Distancia media al vecino mas cercano (NND), es una medida de la
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densidad global de agrupamiento de los organismos, que sugieren una mayor
redundancia tréfica si los valores son bajos. 6) La desviacion estandar de la distancia
al vecino mas cercano (SNND), medida que se ve menos afectada por el tamafio de
la muestra en comparacion al NND, sugiriendo una distribucién mas uniforme de los

nichos troficos (Ver mas en Layman et al., 2007; Jakson et al., 2001).

Aunado a lo anterior, en este capitulo se pretende conocer, comparar y evaluar la
ecologia trofica de las poblaciones troglobias de Astyanax mexicanus, utilizando
informacion de siete poblaciones pertenecientes a siete cuevas distintas, en dos
regiones geograficas Karsticas: La Sierra de El Abra y la Sierra de Guatemala. Esto,
mediante la evaluacion de las sefiales isotopica de 815N y 813C. Adicionalmente, se
quiere saber si existe una asociacion entre dichas sefnales y la ecomorfologia de las
poblaciones troglobias. Por ultimo, evaluar si la geomorfologia de las cuevas tiene un
impacto en la cantidad de recursos disponibles en las cuevas, que puedan afectar en
las senales reportadas para las distintas cuevas. Aportando por primera ocasion una
aproximacion de la estructura trofica para las poblaciones troglobias al noreste de

México.

Métodos

Is6topos estables

Se evalué la senal isotopica de d15N y d13C a partir del tejido muscular de 47
individuos provenientes de 7 localidades de cueva de la Sierra de El Abra y la Sierra
de Guatemala (tabla 8), capturados en el afio 2017. Las muestras fueron
deshidratadas colocandolas en sal (NaCl) para ser transportadas al laboratorio y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron rehidratadas en
agua miliQ, en reiteradas ocasiones hasta retirar todos los restos de sal,
posteriormente fueron colocadas en un horno sin conveccién a una temperatura de
60°C durante 48 horas para su desecacion. Luego fueron maceradas con mortero y
pistilo, se pesaron (1-1.5 mg) y se almacenaron en tubos estériles de 2 mL para ser
enviadas al Center of Stable Isotopes en la Universidad de Nuevo México, USA, para

obtener las tasas de isétopos estables del carbono (813C = 13C/12C) y nitrégeno
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(815N = 15N/14N). La desviacion estandar de la media fue 0.04 %o para 813C y
0.07 %o para d1NS5.

Tabla 8. Las 7 localidades utilizadas para los analisis de is6topos estables

Cueva Sierra Estado N
Sotano de Palma Seca  El Abra San Luis Potosi 13
Sotano de Yerbaniz El Abra San Luis Potosi 5
Sétano de Pichijumo El Abra San Luis Potosi 8
Sétano de Escondido Guatemala Tamaulipas 8
Sétano de Molino Guatemala Tamaulipas 8
Sétano de Caballo moro Guatemala Tamaulipas 5
Sétano de Vazquez Guatemala Tamaulipas 5

Mediante un ANOVA se evalué si habia diferencias estadisticas a nivel de regién
geografica (i.e. El Abra vs. Guatemala) en las sefales de 615N y 613C. Para
observar diferencias a nivel de poblacién se realizaron comparaciones pareadas por
medio de la U de Mann-Whitney, el valor de significancia fue corregido con el método
de Bonferroni, ambos analisis se llevaron a cabo en el programa R ver. 3.6.1. Se
realizé un analisis de nicho trofico con el método de las métricas de Layman (Layman,
2007): calculando las seis medidas: amplitud de nitrégeno (NR), amplitud de carbono
(CR), el area de nicho total (TA), la distancia media al centroide (CD), la distancia
media del vecino mas cercano (NND), y desviacion estandar de la distancia del
vecino mas cercano (SDNND), utilizando la biblioteca de SIBER ver. 2.1.4, en el
programa R ver. 3.6.1. Adicionalmente, se realizé un analisis de nicho tréfico con un
enfoque bayesiano, este analisis se diferencia del tradicional en que se trabaja
esencialmente con elipses de area estandar o “standard elipse area” (SEA por sus
siglas en inglés), las cuales, cumplen un rol similar para los datos bivariados como el
de la desviacion estandar para los datos univariados (Jackson et al., 2011). La elipse
esta respaldada por la matriz de covarianza generada por las dos variables, en este
caso las sefales de isétopos de 815N y 813C, lo que reduce el efecto por el tamafo
de la muestra. El enfoque bayesiano devuelve una distribucion de probabilidad

(posterior) a partir de una funcion de versosimilitud y las distribuciones de
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probabilidad previas de SEA. De esta manera, las elipses resultantes pueden
compararse de una manera cuantitativa y las diferencias entre las muestras pueden
establecerse con referencia a una probabilidad robusta. De manera similar a las
métricas de Layman, SEAg proporciona la estimacién de las 6 métricas que evaluan
el nicho tréfico, pero no se ven afectadas por el tamano de la muestra. Se corrieron
dos cadenas de Markov-Montecarlos (MCMC), con 10 000 permutaciones cada una,
posteriormente se depuraron los primeros 1000 valores obtenidos (burning) en la
biblioteca SIBER ver. 2.1.4 en el programa R ver. 3.6.1 (R Core Team, 2019), con

base en el trabajo de Jackson et al. (2011).

Correlacion ecomorfolégica

Para evaluar la correlacion entre las sefales isotopicas y la variacion
morfoldégica se construyd una base de datos con todos los organismos de los cuales
se tenian datos de is6topos estables y ecomorfolégicos, teniendo un tamarfio de
muestra de 28 individuos. Se redujo el numero de variables ecomorfolégicas para
trabajar con aquellas que mejor se correlacionaron con los datos de is6topos estables.
Esto mediante la estandarizaron los datos por medio de la transformacion Z y un
Analisis de Componentes Principales (PCA), quedando un total de 12 variables:
Longitud estandar (LE), Longitud de la cabeza (LCa), longitud del hocico cerrado
(LHc), Longitud del hocico abierto (LHa), Intraorbital (In), Longitud del pedunculo
caudal (LPeC) Radios de la aleta dorsal (RAD), niumero de escamas de la linea
lateral (Escamas L), hidrodinamismo, proyeccién del hocico (Proyeccion H), apertura
relativa del hocico (Apertura RH) Y ancho relativo del hocico (Ancho RH). Finalmente
se realizé un analisis de correlaciones canonicas (CCA por sus siglas inglés) con la
nueva matriz de datos ecomorfoldgicos y la sefial isotopica, usando la biblioteca CCA
ver. 1.2 en R ver. 3.6.1. (Gonzalez et al., 2008).

Indice de entrada de nutrientes

Para conocer si las caracteristicas geomorfolégicas de las cuevas afectan la
sefal isotopica de 813C y 81N5, se desarrollé un indice de entrada de nutrientes
utilizando tres mediciones en las cuevas: 1) la distancia de la primera poza con peces
a la entrada de la cueva (DEP), 2) la profundidad de la cueva (BC) y 3) el nivel base
del valle (BLV). Y de este modo, para que nos ayude a comprender, si la sefial

isotopica se relaciona con la entrada de material aléctono debido a la cercania de la
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poza con la superficie o con el manto freatico del subsuelo. Para obtener la primer
medicidn, se descargaron mapas estratigraficos de las distintas cuevas en

http://www.mexicancaves.org/maps/SLP.html, con ayuda de la herramienta de

medicién de TPSDig se midio esta distancia, calibrando previamente con la escala
asignada en cada mapa. Las otras dos mediciones fueron tomadas de diversas
fuentes bibliograficas (Elliot, 2018; Mitchell; 1977). Después empleamos la siguiente

ecuacion:
DEP
BC — BLV

Donde: IN son las siglas asignadas al indice de entrada de nutrientes, DEP es la

IN =

distancia de la primera poza con peces a la entrada de la cueva (tomando en cuenta
la distancia vertical y horizontal dentro de la cueva, Fig. 15y 16); este valor se va a
dividir por el resultado de la sustraccién de BC, que es la profundidad de la cueva; y
BLV que es el nivel base del valle. Si el valor del indice es mayor a 1, se debe a la
cercania de la poza con la entrada de la cueva, por lo tanto, los valores del DEP, no
seran muy altos y el resultado de la sustracciéon de BC-BLV, sera aun menor y se
esperaria que los valores de la sefal isotopica se relacionen directamente con la
entrada de material aléctono. Si se obtienen valores menores a 1, se debe que la
poza esta mas cerca del fondo de la cueva y mas alejada de la entrada, por lo tanto,
incluso cuando el valor de DEP puede ser alto, el resultado de la sustraccion de
BC-BLV, sera un valor muy cercano al DEP o incluso mayor, entonces, esperando
que los valores de los is6topos estables se deban a la contribucion de material por el
manto freatico. Ademas, se evalué si existe una relaciéon entre el IN y las sefales
isotopicas obtenidas, realizando una regresion lineal con los valores obtenidos del IN
para las diferentes cuevas y los valores promedio de los datos de la sefal isotopica
de 813C y 615N.
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Fig. 15 Mapa vertical editado de las cuevas de la Sierra El Abra de las que se tienen datos para
trabajar en el segundo capitulo. Las estrellas resaltan las pozas de las que se obtuvieron los peces,

por lo tanto, son las que se tomaron en cuenta para calcular la DEP.
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Fig. 16 Mapa vertical editado de las cuevas de la Sierra de Guatemala de las que se tienen datos para
trabajar en el segundo capitulo. Las estrellas resaltan las pozas de las que se obtuvieron los peces,

por lo tanto, son las que se tomaron en cuenta para calcular la DEP.
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Resultados
Analisis de is6topos estables

Los resultados del ANOVA sefalan que hay diferencias estadisticas
significativas para ambas sefales de isétopos estables a nivel de regidén geografica
(615N: p = <0.05, 513C: p < 0.05) y a nivel de poblacion (815N: p < 0.05, 13C: p <
0.05). Lo que indica que la sefial isotdpica de 515N y 613C es diferente en al menos

una de las poblaciones asociadas a las siete cuevas analizadas (tabla 9).

Tabla 9. ANOVA de las sefales de is6topos estables. Los valores resaltados en negritas y con un *

son estadisticamente significativos: p> 0.05

ONitrogeno GL Valor F VanrP:6Carbono GL Valor F Valor P

1

Region 1 12.010 <0.05* | Regidn 1 10.802 <0.05*
1

Poblacion 5 8.702 <0.05* 1 Poblacion 5 11.182 <0.05*
1

Residuales 40 | Residuales 40
1

En las comparaciones a nivel poblacional, para la sefial de 815N, Yerbaniz fue la
poblacién con menor nivel para la Sierra de EI Abra, mientras que Montecillos fue la
poblacién con el valor mas alto (815N = 9.19y 10.92, respectivamente), siendo la
poblacién mas enriquecida para ambas regiones geograficas, sin presentar
diferencias estadisticas para las tres poblaciones de la Sierra de El Abra. La unica
poblacién que mostré diferencia estadisticas significativas para 815N fue Molino, que
a su vez, es la que tiene el valor mas bajo en los dos sistemas (615N = 8.55), siendo
la poblacion menos enriquecida del estudio, esta se encuentra en la Sierra de
Guatemala, y las diferencias fueron con las poblaciones mas enriquecidas, es decir
Montecillos y Palma seca de la region El Abra (tabla 10). Para el caso del Carbono,
se encontraron valores mas similares para las poblaciones dentro de las dos regiones
geograficas. La sierra de El Abra tiene valores ligeramente mas bajos, siendo
Montecillos la poblacién que tiene un valor mas bajo (613C =-29.80) y es la
poblacién menos enriquecidas en ambas regiones geograficas (Fig. 16A), a su vez,
siendo la unica que presenté diferencias estadisticas significativas con la poblacion
mas enriquecida, la cual es Escondido de la Sierra de Guatemala (813C = -24.7). No

hubo diferencias significativas en las demas comparaciones pareadas (tabla 10).
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Tabla 10. Comparaciones pareadas a nivel poblacional de la sefial isotopica, mediante el método de
Mann-Whitney. Los valores con * son estadisticamente significativos después de aplicar la correccién
de Bonferroni p < 0.0083.

015N Palma seca Montecillos Yerbaniz Caballo Moro Escondido Molino

Montecillos p=0.312
Yerbaniz p=0.05 p=0.15
Caballo moro p =0.166 p-=0.071 p=0.116

Escondido p =0.309 p=0.124 p=0.105 p=0.76

Molino p<0.001* p<0.001* p=0.076 p=0.055 p=0.25
Vazquez p =0.084 p =0.045 p=0.142 p=1 p =0.60 p = 0.051
013C

Montecillos p = 0.025*
Yerbaniz p=0.48 p=0.142

Caballo moro p =0.52 p=0.04 p = 0.095

Escondido p=0.05 p<0.001* p=0.041 p= 0.170
Molino p = 0.468 p=0.13 p=1 p=0.22 p=0.15
Vazquez p=1 p=0.035 p=0.402 p=0.115 p=0.066 p=0.65

Anélisis de isotopos estables: métricas de Layman

De acuerdo con los resultados en las seis métricas de Layman, se obtuvo que
el nicho tréfico de la region del Abra fue mas amplio y con una menor redundancia
trofica comparado con la region de Guatemala. Estas diferencias entre las regiones
son visibles en los poligonos obtenidos para el CR (3.40 vs. 2.50), TA (2.27 vs. 1.47),
NND (2.01 vs. 1.05) y SNND (0.95 vs. 0.45), donde para todas las métricas la Sierra
de El Abra presento los valores mas altos (Fig. 17A, 18A y tabla 11). A nivel de
poblacién, Palma seca es la que tiene mayor amplitud de nicho en los dos sistemas
geograficos (CN = 2.5, CR =6.10, TA = 7.06; tabla 11), mientras que Vazquez la que
presenta los valores mas bajos, siendo la poblacion que tiene mayor redundancia
tréfica (CN = 0.60, CR = 1.40, TA = 0.62; tabla 11).
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Fig. 17 Andlisis de nicho tréfico de las senales isotopicas. A) Bi-plot de las sefales 615N y 613C
analizadas con las métricas de Layman. En triangulos: las poblaciones de la Sierra de El Abra que
delimitan el poligono azul. En circulos: las poblaciones de la Sierra de Guatemala que delimitan el
poligono rojo. B) Analisis de SEAB de las métricas de Layman representado con un diagrama de cajas
y bigotes. El punto negro representa la media. En tonos azulados: las poblaciones de la Sierra de El

Abra, en tonos rojos: poblaciones de la Sierra de Guatemala.

Los resultados obtenidos por la area de elipse estandar con enfoque bayesiano
(SEAg; Fig. 17B y18), fueron consistentes con los analisis tradicionales observando
que hay diferencias entre las regiones geograficas, con SEAg mas amplios para la
Sierra de El Abra. La poblaciéon de Montecillos es la que presenta los valores de SEAg
mas altos, siendo en este punto contrastante con los analisis tradicionales, donde
Palma Seca es la poblacion con las métricas mas altas, mientras que Yerbaniz es la
que presenta los valores de SEAg mas bajos en la Sierra de El Abra. En el caso de

Guatemala, Escondido es la poblacion que presenta los valores de SEAs mas altos y
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Vazquez los mas bajos, siendo consistentes con el analisis tradicional. Analizando las
regiones geograficas en conjuntos, podemos apreciar que la métricas de Layman
para la regidon de El Abra son mayores de acuerdo con los valores del SEA en
comparacioén con la region de Guatemala (tabla 11 y Fig. 18). Estos resultados son

consistentes con los resultados de las métricas tradicionales.

Tabla 11. Resultados de las seis métricas de Layman. Resaltados en Azul las poblaciones de la Sierra

el Abra. Resaltados en naranja, poblaciones de la Sierra de Guatemala.

Poblacion NR CR TA CD NND SDNND

PalmaSeca 25 6.10 7.06 1.62 0.74 042
Yerbaniz 1.60 240 179 095 099 0.09

Montecillos 1.20 420 249 193 218 1.69

Caballo Moro 1.30 2 0.90 0.72 0.69 0.29
Vazquez 0.60 1.40 0.42 0.48 043 0.22
Escondido 3.20 590 6.53 1.70 1.03 0.70
Molino 11 4 229 130 045 0.17

RN = Amplitud de nitrégeno, RC = Amplitud de Carbono, TA = Area total de nicho, CD = Tamafio medio del

centroide, NND = Distancia al vecino mas cercano, SDNND = Desviacion estandar al vecino mas cercano

SEA; de las métricas de Layman

Valor SEA
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Fig. 18 Analisis de SEAB de las métricas para la dos regiones geograficas por separado, representado
por un diagrama de cajas y bigotes donde el punto negro representa el valor medio de cada medida. B)
Analisis de SEAB de las métricas de Layman para las poblaciones de la Sierra El Abra. C)Analisis de

SEAB de las métricas de Layman para las poblaciones de la Sierra de Guatemala.
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Correlacion entre la ecomorfologia y sefal isotopicas

En la correlacion de las matrices de la sefal isotopica y la matriz de variables
ecomorfologicas reducidas, se encontré que no hay una correlacién fuerte entre la
ecomorfologia y la senal de isétopos estables. Sin embargo, algunas de las variables
ecomorfologicas asociadas a habitos tréficos mostraron los valores de correlacion
mas alta, destacando la proyeccion del hocico (P. Hocico) y la longitud del hocico
cerrado (LHc) para la sefal de 615N (Corr = 0.326, Cor = 0.299, respectivamente,
tabla 12), mientras que el ancho relativo del hocico fue la que presento el valor mas
alto de correlacién con 613C (Cor = 0.301, tabla 12).

Tabla 12. Valores de correlacion entre las variables morfolégicas y los datos de la sefial isotopica. Se

resaltan en negritas los valores de correlacion mas alta para cada sefial isotopica.

Variable 015N 013C
LE -0.150 0.133
LCa -0.042 0.096
LHc 0.299 0.215
LHa -0.014 0.094
In 0.227  0.051
LPeC -0.208 0.105
RAD 0.109 -0.133
Escamas 0.089 -0.029
Hidrodinamismo -0.045 0.053

Proyeccién del Hocico 0.326 0.204
Altura relativa del Hocico -0.293 0.133

Ancho relativo del Hocico -0.131 0.301

El andlisis de correlaciones candnicas arrojo dos dimensiones, creadas por la
correlacion de matrices, generando un grafico donde se aprecia una separacion a
nivel de region geografica. Por un lado, la matriz que mas impacto tiene en las dos
dimensiones es la sefal isotdpica. Teniendo la carga positiva en la dimension 1 por
parte del 815N, es donde se encuentran distribuidas las poblaciones de la Sierra el

Abra (Fig. 19). En el lado negativo se encuentra la sefial de 613C, donde se

62



encuentran las poblaciones de la Sierra de Guatemala. En la dimension 2 |la variable
mas importante es también 813C. Las variables ecomorfologicas no tienen un efecto
fuerte en la separacion de las regiones geograficas, siendo congruentes con los

resultados de que no hay una correlacidon entre las matrices de datos.

CCA Senal Isotépica y Ecomorfologia
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Fig. 19 Andlisis de correlacion candnica entre la sefial de los isétopos estable y la variacion
ecomorfoldgica. En Tridngulos, las poblaciones de la Sierra el Abra y delimitan el poligono azul. En

circulos, las poblaciones de la Sierra de Guatemala que delimitan el poligono rojo.

Indice de entrada de nutrientes

En los resultados obtenidos del indice de entrada de nutrientes, se observo un
patrén que nos indica que las poblaciones presentes en cuevas con una mayor
profundidad exhibieron valores negativos del indice, siendo la cueva de Escondido
(BC =159 msnm, DEP = 180 m, IN = -6.2) la que presenta los valore mas bajos,
seguido de Yerbaniz (BC = 145 msnm, DEP =200 m, IN = -4.4) y Vazquez (BC = 277
msnm, DEP =480m, IN = -4.1), esta ultima cueva a pesar de ser la que presenta mas
profundidad (BC) y mayor distancia de la poza a la entrada (DEP), no es la que tiene
el valor mas bajo como se esperaba (tabla 13). Por otro lado, las poblaciones que
habitan cuevas que tienen una menor profundidad (BC) y menor distancia de la poza
a la entrada (DEP) obtuvieron valores del indice mas altos, como Caballo Moro (BC =
109 msnm, DEP =100 m, IN = 1.23), Molino (BC = 125 msnm, DEP = 100 m, IN = 20),
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Palma seca (BC = 98 msnm, DEP = 134 m, IN = 2) y Montecillos (BC = 98 msnm,
DEP =100 m, IN = 60) que es la que obtuvo el valor mas alto de todos (tabla 13).

Tabla 13. Valores de los parametros de distintas cuevas que se utilizaron para construir el indice de

entrada de nutrientes. Se incluyen el valor del indice y el promedio de la sefial de isotdpica por cueva.

Cueva 515N 013C DEP BC BLV IN

(m) (msnm) (msnm)
Montecillos 10.9 -29.8 120 98 100 60
Yerbaniz 9.1 -27.23 200 145 100 -4.4
Palma Seca 10.4 -26.43 134 98 165 2
Caballo moro 9.97 -26.11 100 109 190 1.23
Molino 8.55 -27.22 100 125 130 20
Escondido 9.98 -24.7 180 159 130 -6.206
Vazquez 9.94 -26.76 485 277 160 -4.145

DEP = Distancia de la poza con peces a la entrada de la cueva, BC = Profundidad de la cueva, BLC =

Nivel base del valle, IN = indice de entrada de nutrientes.

Para visualizar si hay un efecto de que la geomorfologia de cada cueva puede alterar
la obtencién y asimilacion de los recursos troficos, se realizé una regresion lineal
entre la sefal isotdpica de (015N y 813C) y los valores del indice de entrada de
nutrientes para el caso del nitrégeno, se aprecia una tendencia en la que el valor del
nitrégeno sube, conforme incrementa el valor del indice, lo que nos indica que en las
cuevas con menos profundidad (BC) y distancia de la poza a la entrada de la cueva
(DEP) se pueden presentar redes tréficas mas complejas, aunque de acuerdo al valor
de R: obtenido (R: = 0.13), la relacion no es significativa (Fig. 20A). Caso contrario al
carbono, que mostré una relacién inversa, donde el valor del carbono baja, conforme
incrementa el valor del indice, indicando dos cosas, que pueda haber mayor
diversidad en la base de la red tréfica, o que la base de la productividad primaria
puede ser distinta en las cuevas mas profundas. A diferencia del nitrogeno la linea de

tendencia es mas marcada y tiene un valor de R: (R: = 0.75) mas alto (Fig. 20B).
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Fig. 20 Regresion lineal de las sefales isotépicas y el indice de entrada de nutrientes. En triangulos:
las poblaciones de la Sierra de El Abra. En circulos: las poblaciones de la Sierra de Guatemala. A)
Sefial del nitrégeno. B) Sefial del Carbono.

Discusién

Los estudios de is6topos estables de nitrogeno (615N) y carbono (613C)
proporcionan herramientas muy utiles para estimar la estructura de las redes tréficas,
pudiendo determinar el nivel o posicion tréfica y el flujo de carbono y nitrégeno en los
consumidores de la red (Post 2002). Los resultados obtenidos en este capitulo nos
brindan la primera aproximacién para conocer ciertos aspectos de la ecologia trofica

de las poblaciones de Astyanax troglobios en las cuevas de la Sierra de El Abray la

Sierra de Guatemala.
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Determinando la ecologia trofica con 815N y 613C

A grandes rasgos las sefales isotdpicas son ligeramente diferentes a nivel de
region geografica y en donde es posible observar una variaciéon entre las sefales
isotopicas para cada poblacion, teniendo en las cuevas de la Sierra de El Abra las
sefales mas altas de 615N y mas bajas de 813C. La sefial de 815N nos explica la
complejidad vertical de la red tréfica, mediante la identificacion de los niveles tréficos
presentes formados por los productores y depredadores (Zanden & Rasmussen,
1999; Post et al., 2002; Bearhop et al., 2004, Layman et al., 2007; Jackson et al.,
2011). En nuestro sistema, la poblacién de Montecillos presento los valores mas altos
(615N = 10.9), y Molino los valores mas bajos (615N =8.55). En este sentido se
propone que entre niveles troéficos puede haber de 3 - 4 puntos de diferencia (Zanden
& Rasmussen, 1999; Post et al., 2002), lo que nos plantea que el nivel trofico de los
peces troglobios es similar en las distintas cuevas, sin embargo, la sefial isotopica de
un consumidor por si sola generalmente no es suficiente para inferir la posicion tréfica
sin una linea base isotdpica apropiada (Zanden & Rasmussen, 1999; Post 2002), que
regularmente esta conformada por los productores primarios y los consumidores
primarios (presas potenciales, ver mas en Zanden & Rasmussen, 1999). Se ha
reportado con anterioridad que los Astyanax troglobios se alimentan principalmente
del detritus en las pozas, pero que también son depredadores activos sobre todos en
las primeras etapas de su vida, encontrando principalmente microcrustaceos en sus
estdmagos (Espinasa et al., 2017), proponiendo que en la etapa juvenil ser
depredadores activos les permite nutrirse de forma adecuada hasta llegar a ser
adultos (Espinasa et al., 2017). Sin embargo, en multiples expediciones, también se
les ha visto ser oportunistas consumiendo animales que caen en las pozas como
artrépodos o murciélagos. Por otro lado, los estudios del microbioma de las
poblaciones de cuevas (Ornelas-Garcia et al. 2018), han sugerido que los peces de
cuevas pueden corresponder con habitos omnivoros. En contraste, otros vertebrados
como la salamandra troglobia Eurycea spelaea, se alimenta de guano de murciélago
y su sefal isotépica es mas enriquecida a la emitida por el guano, el cual aporta
valores nutricionales comparables con presas potenciales de invertebrados (Fenolio
et al., 2006). Por lo tanto, aunque seria importante en futuros estudios contemplar la
red tréfica completa o incluso corroborar las sefales isotdpicas con contenidos

estomacales, pudimos constatar que no hubo diferencias en el nivel trofico entre
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cuevas de ambos sistemas, Sierra de El Abra y Sierra de Guatemala en 615N. Por
otro lado, la sefal de 813C nos permite conocer la diversidad en fuentes de carbono
en la red trofica (Zanden & Rasmussen, 1999; Post et al., 2002; Bearhop et al., 2004,
Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011). Nuestros resultados mostraron ligeras
diferencias en la sefial de 613C (desde -28.9 en Montecillos hasta -24.7 en
Escondido), estos valores son similares a los reportados para material vegetal en
otros sistemas karsticos anquihalinos (613C = -35 a -25, Brakovits et al., 2017), pero
difieren de lo reportado para bacterias metanotréficas (613C = -75 a -45, ver mas en
Brakovits et al., 2017; Chavés-Solis et al., 2020). Con base en lo anterior, podemos
intuir que la fuente principal de carbono en estas cuevas es la materia vegetal que
proviene del exterior de las mismas, incluso para las cuevas con mayor profundidad
como Vazquez (613C = -26.76, profundidad = 277 mts), siendo esta materia vegetal

en descomposicion parte de la dieta que ingieren los peces.

Por ultimo, las métricas de Layman nos mostraron que la Sierra de El Abra mostré un
tamano de area de nicho (TA) mayor y menor redundancia trofica (SDNND), en
comparacioén con la Sierra de Guatemala. Estas medidas suelen usarse como una
medida cuantitativa del nicho ecoldgico que ocupa una poblacién (Bearhop et al.,
2004, Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011). Para el caso de TA, corresponde
con el ancho total del nicho que la poblacidén puede explotar, y con base en nuestros
resultados, la poblacion de Palmaseca de la region de la Sierra de EI Abra (TA = 6.10)
es la que presento el valor mas alto, con un fuerte contraste con la poblacién de
Vazquez de la Sierra de Guatemala (TA = 0.42). A su vez, Vazquez mostro los
valores de similitud general de nicho tréfico entre los individuos mas bajos (SDNND =
0.22), lo que se puede traducir en que hay una mayor redundancia tréfica, y por tanto,
determina que la competencia por los recursos para la poblacién podria ser mas
intensa (Bearhop et al., 2004, Layman et al., 2007; Jackson et al., 2011).

Senal isotdpica y ecomorfologia

La asociacion entre la divergencia morfoldgica y la segregacion ecoldgica entre
especies cercanamente emparentadas, puede ser considerada como una sefal de
seleccién divergente y finalmente especiacion ecoldgica (Schluter, 2001), por lo tanto
entender la relacion entre la divergencia morfoldgica y tréfica puede dar sefiales de

divergencia adaptativa (Ornelas-Garcia et al. 2018). En el presente estudio no se
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observo una fuerte correlacion entre las sefiales isotopicas de 815N y 613C y la
ecomorfologia de las poblaciones troglobias. Sin embargo, las tres mediciones
ecomorfologicas con el valor de correlacidn mas alto estan directamente relacionadas
con la adquisicion de recursos, estas son la Proyeccion del hocico (P. Hocico), la
longitud del hocico (LHc) y el ancho relativo del hocico (An. Hocico), las cuales
pueden mostrar las mayores modificaciones morfolégicas en respuesta a la
funcionalidad de los peces para adquirir diferentes recursos alimenticios (Villéger et
al., 2010; Cordova Tapia y Zambrano, 2016; Ornelas-Garcia et al. 2018; Garita
Alvarado et al. 2018). Estudios de diversidad morfolédgica tréfica en ciclidos africanos,
donde se han dado la mayores radiaciones adaptativas, diversas especies
simpatricas coexisten los grandes lagos como Malawi y Tanganika y presentan
exclusién competitiva por medio de la especializacion tréfica (Albertson et al., 2005).
Esto ha sido posible probarlo al correlacionar los analisis de is6topos estables y de
diversidad morfoldgica, siendo los peces con morfologias similares los que presentan
posiciones troficas similares y viceversa mientras mayor sea la diferencia morfologica
mayor sera la diferencia en las sefales isotopicas (Montafa et al., 2013). En el
género Astyanax también se ha probado una asociacién entre la especiacion trofica y
los analisis de is6topos estables, entre dos especies simpatricas en el lago Catemaco,
Veracruz. Estas son A. aeneus y A. caballeroi, donde se ha reportado que la
divergencia morfoldgica de los rasgos relacionados con los habitos tréficos esta
asociada con la particion de nichos ecoldgicos, permitiendo la coexistencia de dos
especies estrechamente relacionadas y logrando reducir la competencia
interespecifica (Ornelas-Garcia et al., 2018). Consideramos que aunque los niveles
de correlaciéon de nuestras variables morfolégicas son bajos, nos brindan la primera
aproximacion para conocer la asociacion entre la diversidad morfoldgica de los
Astyanax troglobios y su posicion en los niveles tréficos en las cuevas, aunque aun
son necesarios mas estudios para conocer mas afondo la red trofica de estos

ambientes.

Sefial isotépica e Indice de entrada de nutrientes

Al no contar con la linea base isotépica adecuada, este indice de entrada de
nutrientes (IN) fue propuesto para comprender si las caracteristicas fisicas de las
cuevas pueden tener un efecto en las diferencias del enriquecimiento de la senal

isotopica para las distintas cuevas. Ya que se ha demostrado con anterioridad que los
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atributos fisicos de una cueva se correlacionan con la estructura de las comunidades
en diversas cuevas tropicales en Brasil (Simdes et al., 2015), donde la riqueza
especifica se correlaciona positivamente con cuevas con entradas amplias, de mayor
tamano y con la presencia de cuerpos o flujos de agua. Los resultados obtenidos
encontraron una relaciéon que apunta a que las poblaciones de las cuevas que
presentan valores del IN positivos, tienden a tener valores de 815N mas enriquecidos
en comparacién con las poblaciones que tuvieron valores del IN negativos. Esta
correlacion no fue significativa, pero corresponde con las diferentes caracteristicas
fisicas de las cuevas que evaluamos en este estudio, destacando que para valores
positivos de IN competen con cuevas cuya distancia de la entrada de la cueva a la
poza (DEP) donde habitan los peces, no es muy amplia, por lo que materiales
aloctonos que entran por las cuevas no recorren mucha distancia hasta llegar a las
pozas. Mientras que para las cuevas que presentaron valores del IN negativos, la
distancia desde la entrada (DEP)fue mayor, exponiendo la lejania del material
aléctono a las pozas donde habitan los peces. Ademas, son cuevas con mayor
profundidad (BC), haciendo muy complicado que la entrada de material aléctono
llegue hasta las pozas. Mientras que para la senal de 613C, la relacion fue inversa,
esta era menos enriquecida conforme incrementa el valor del IN, lo que nos indica
que es posible que una mayor entrada de material vegetal a las cuevas podria afectar
este enriquecimiento, siendo las cuevas con mayor distancia desde la entrada (DEP)
y profundidad (BC), a las que llegue menos material vegetal. Los habitats que tienen
acceso a recursos por la cercania con la entrada llegan a tener niveles altos de
biodiversidad (Simdes et al., 2015). Sin embargo, las cuevas con mayor tamafo
también presentan niveles altos de diversidad con una mayor zonacion, y para cada
zona se pueden encontrar diferentes organismos que presenten altos grados de
especializacion al modo de vida troglobio (Ferreira, 2000; Culver et al., 2004;
Souza-Silva et al., 2011; Simdes et al., 2015)

Con base en lo anterior proponemos que la entrada de material aléctono afecta a la
dinamica de la ecologia tréfica de cada cueva, y la cual esta dada por el arrastre de
material vegetal por las corrientes de agua, la percolacion de agua de lluvia y la
facilidad de que la fauna pueda acceder a la cueva (White & Culver, 2012), viéndose
reflejado en los valores de IN para cada cueva, con valores del IN positivos

en Montecillos y Palma seca en la Sierra de El Abra; Molino y Caballo Moro en la
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Sierra de Guatemala, mientras que para las cuevas con IN negativos Yerbaniz para la
Sierra de El Abra; Escondido y Vazquez para la Sierra de Guatemala, las cuales
difieren de manera manera importante en sus atributos como tamano, distancia de la
entrada a la poza (DEP), y profundidad. Ademas de las causas mencionadas, es
posible que la entrada de nutrientes también pueda ser directamente del manto
freatico, después de todo, se ha presentado para ambas regiones geograficas
patrones hidrologicos complejos que podrian permitir interconexion entre distintas
cuevas (Eliot, 2018), estos patrones también se verian afectados en la época de
lluvias, cuando suben los niveles de agua de los cuerpos acuaticos exteriores como
se han reportado para otras cuevas tropicales (Souza Silva et al., 2011; Simdes et al.,
2015).

Conclusion

Las senales isotopicas de 615N y 813C presentaron diferencias entre las
cuevas analizadas, lo que implica que cada una puede presentar una dinamica propia
en el ciclo de nutrientes. Las métricas de Layman nos indicaron que las poblaciones
de la Sierra de El Abra tienen una mayor area de nicho ecolégico y menor
redundancia trofica en comparacion con las poblaciones de la Sierra de
Guatemala. A pesar de las diferencias en las sefales isotdpicas, nuestros resultados
sugieren que el nivel trofico (815N = de 8.55 a 10.9) y la base de carbono (613C = de
-24.7 a -28.9) entre las poblaciones de Astyanax troglobios es similar y por lo tanto no
corresponden con diferentes niveles tréficos. No se encontrd una correlacion entre
las sefiales isotdpicas y la ecomorfologia, sin embargo, los rasgos morfolégicos
asociados a la adquisicion de recursos fueron los que tuvieron el valor de correlacion
mas alta con la sefial de 815N. Por ultimo, las sefales isotdpicas pueden verse
afectadas por las caracteristicas fisicas de las cuevas, destacando aspectos como la
profundidad y la distancia de la entrada a la poza de los organismos, lo que puede
alterar directamente la entrada de nutrientes a cada cueva. Se considera que mas
estudios son necesarios para conocer las redes troficas, asi como su interaccion con
las caracteristicas hidrogeoldgicas de cada cueva, asi como una comparacion con la
ecologia de sus homologos de superficie y de este modo entender el impacto de los

aspectos ecoldgicos en la evolucion de estos peces.
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CAPITULO lll: Procesos que afectan la
evolucién morfolégica

Introduccion

Es posible examinar la evolucidén de un organismo a través del estudio de sus
caracteristicas, como sus secuencias de DNA, RNA y sus proteinas, sus vias
bioquimicas, el desarrollo embrioldgico, las caracteristicas anatomicas,
comportamiento, historias de vida e interacciones inter e intra especificas (Futuyma &
Kirkpatrick, 2017). Para el caso de la evolucion morfolégica, la interaccion entre la
forma y funcion de los organismos puede promover o limitar la evolucion de nuevas
caracteristicas (Wake, 1982). Bajo este contexto, se han identificado diferentes
procesos que pueden promover el cambio evolutivo, destacando los siguientes: 1) el
uso y competencia por los recursos, que a menudo afectan o incluso determinan las
fuentes de la seleccion natural en rasgos morfoldgicos (Myers, 1988; Scoville et al
2010; Wagner & Altenberg, 1996); 2) la distribucion geografica (Wainwright, 1988;
Klingenberg y Ekau, 1995); 3) la inercia filogenética de los organismos; 4) la asimetria
fluctuante (Valen, 1982), 5) y la modularidad (Wagner y Altenberg, 1996). En
particular en nuestro estudio estamos interesados en identificar los diferentes
procesos que pueden afectar la evolucion morfolégica en Astyanax mexicanus, un
pez de la familia characidae que presenta dos morfotipos, uno asociado a la vida de
superficie y otro adaptado a la vida cavernicola denominado troglobio. Estos peces
han tenido al menos dos eventos de invasion a las cuevas, originando dos linajes
genéticos (Wilkens, 1988; Ornelas Garcia et al., 2008; Herman et al., 2018) que han
tenido que evolucionar en condiciones ambientales extremas (oscuridad perpetua,
diferencias en temperatura, corriente, oxigenacion, etc.; Whiter & Culver, 2012). De
este modo, la evolucién modular, asi como las restricciones impuestas por la historia
evolutiva, podrian afectar la adaptacién de los dos linajes del género Astyanax a la

vida cavernicola.

Modularidad

La evoluciéon modular o modularidad, se ha propuesto como un mecanismo que

promueve la divergencia adaptativa ya que permite la variacion independiente de
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diferentes unidades anatémicas, denominadas médulos (Wagner & Altenberg, 1996).
Los modulos son un conjunto de caracteristicas que estan fuertemente integradas
entre si y varian de otros conjuntos en el plano corporal de un organismo, siendo el
concepto contrario la integracion, que se refiere a una fuerte correlacion uniforme de
todas las caracteristicas en el plano corporal (Wagner & Altenberg, 1996; Klingenberg,
2009; 2014). Por lo tanto, aunque los organismos responden de manera integrada a
las presiones de seleccidn, las sefiales ambientales pueden afectar de manera
diferencial (modular) el cambio morfolégico (Cardini & Elton, 2008). La evolucién
modular puede darse en diferentes niveles: estatico, genético, funcional, ambiental,
de biologia del desarrollo y evolutivo,y en cualquiera de los niveles se estudia en

conjunto con la integracién (Klingenberg, 2009; 2014).

Las grandes radiaciones en los ciclidos africanos han sido un buen modelo para los
estudios de evolucion modular. En particular la fusion de los ultimos arcos faringeos,
constituyendo las placas faringeas, las cuales se han sugerido como un ejemplo de
evolucion modular (Hulsey et al., 2019) asi como mddulos entre la regidn preorbital y
postorbital del craneo (Albertson et al., 2003; 2005; Cooper et al., 2010; Parsons et
al., 2011). En este sentido se ha sugerido que la modularidad puede ser una
‘innovacion clave” para estos peces, donde las mandibulas orales pueden
modificarse en funcion a los distintos habitos troficos, teniendo una influencia en la
tasa y direccion de la divergencia adaptativa (Parsons et al., 2011). En los caracidos,
se ha estudiado la presencia de evolucion modular en dos especies lacustres
hermanas, Astyanax aeneusy A. caballeroi, las cuales se diferencian por sus habitos
troficos, en el Lago Catemaco, Veracruz, donde se probaron diferentes hipotesis de
modularidad, siendo las mejores soportadas las que dividian el craneo entre la regidn
pre y post orbital, asi como a la cabeza del resto del cuerpo (Ornelas-Garcia et al.,
2017). Estas hipotesis modulares sugirieron que la presencia de estos modulos en el
craneo y el cuerpo podria tener un papel en la segregacion tréfica y de locomocion
entre las dos especies (Ornelas-Garcia et al., 2017). En el presente estudio,
consideramos que el morfotipo troglobio y de superficie de Astyanax mexicanus
pueden mostrar patrones de evolucion modular que podrian facilitar su adaptacién a
las cuevas, de forma similar a lo que se ha reportado en otros procesos de

divergencia adaptativa entre especies lacustres del género Astyanax.
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Senial filogenética

La sefal filogenética describe una tendencia (patrén) de los organismos
relacionados evolutivamente a parecerse entre si, sin ninguna implicacion en cuanto
al mecanismo que podria causar tal semejanza (Blomberg et al., 2003; Revell et al.,
2008; Adams, 2014), en otras palabras, describe la dependencia estadistica entre los
valores de las caracteristicas de las especies debido a su covarianza filogenética
(Revell et al., 2008). Esta covarianza se define como el promedio de los valores de
alguna caracteristica de los diferentes organismos que conforman el grupo, cada uno
es medido como una desviacion de la “media filogenética” para dicha caracteristica.
Esta media filogenética equivale al estado ancestral en el nodo raiz de la filogenia vy,
por lo tanto, también el valor esperado para el fenotipo bajo un modelo evolutivo
(Rohlf, 2001; Revell et al., 2008). Es comun equiparar una fuerte senal filogenética
como una sefal de conservadurismo evolutivo, lo que implica bajas tasas de cambios
evolutivos entre los organismos que componen la filogenia (e.g., Zanne et al., 2005;
Ossi & Kamilar, 2006; Swenson et al., 2007). Por el contrario, una baja sefial
filogenética hace referencia a la labilidad evolutiva dentro del grupo, que se relaciona
con cambios evolutivos rapidos, pero sin especificar en un proceso que esté
implicado, como la deriva genética o la seleccién natural (e.g., Gittleman et al., 1996;
Blomberg et al., 2003; Rheindt et al., 2004; Silvertown et al., 2006).

El presente capitulo tiene como objetivo evaluar la presencia de dos procesos
que afectan la evolucién morfolégica en el complejo Astyanax, a nivel de linaje y
morfotipo asociado al ambiente. Por un lado, se evalud la modularidad como el
proceso que promueve esta evolucion en la forma del cuerpo y de la cabeza,
planteando una serie de hipétesis a priori que nos permitieron conocer los diferentes
grados de modularidad e integracion presentes. Y, a su vez, se evaluo la seial
filogenética de la forma para estimar la limitacion de la evolucion morfolégica para la
forma del cuerpo y de la premaxila, utilizando la filogenia resuelta mas reciente para
la determinacion de la covarianza filogenética con los rasgos morfolégicos

multivariados.
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Métodos

Modularidad

Se buscé evidencia de evolucidon modular en Astyanax mexicanus entre
morfotipos asociados al ambiente (i.e. troglobios vs. superficie) y la interaccion
linaje-morfotipo (i.e. viejo troglobio y superficie vs Nuevo troglobio y superficie).
Utilizando dos marcos morfolégicos: la forma del cuerpo (n = 216, 12 landmarks
homaologos y una curva con 15 pseudolandmarks), ya la forma de la cabeza (n = 90,
14 landmarks homologos y dos curvas, la dorsal con 8 pseudolandmarks y la ventral

con 9 pseudolandmarks; ver Fig. 21).

Fig. 21 Los diferentes marcos morfolégicos utilizados para los analisis de modularidad y seiial filogenética de la

forma. A) forma de la premaxila, B) forma del cuerpo, C) forma de la cabeza

Con estos datos morfométricos se propusieron cuatro hipotesis a priori con base en
criterios anatémicos y funcionales, tres para la forma del cuerpo y una para la forma
de la cabeza (Fig. 22 y tabla 14), utilizando la covariacion entre los rasgos que
delimitan una estructura o médulo como criterio para evaluar la modularidad. Las
hipétesis se analizaron con el coeficiente de la tasa de covarianza (CR) propuesto por
Adams (2016), el cual, se calcula mediante las covarianzas pareadas entre variables,
dentro y entre los diferentes médulos. Este método no es sensible al tamafio de la
muestra, el numero de variables que componen los marcos morfoldgicos o el numero
de hipoétesis propuestas, lo cual provee una cuantificacidén robusta para la fuerza de
asociacion entre los modulos (Adams, 2016; Randau & Goswami, 2017; Felice et al.,
2019; Adams & Collyer, 2019). El valor de CR obtenido va de 0 a algun valor positivo,
mientras mas bajo sea el valor de CR hay una mayor fuerza de asociacion modular,

por lo que la correlacion de las variables entre modulo es mayor y menor con
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respecto a los modulos restantes. Si los valores son altos, o superiores a 1,
generalmente nos indican que el nivel de integracién es alto, por lo tanto no hay
modularidad, siendo la hipétesis nula que hay integracidon, mientras que la alternativa
es que hay modularidad (Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019). Para comparar las
hipotesis de modularidad propuestas, nos apoyamos en la biblioteca geomorph en el
programa R ver. 3.6.1, con base en el método desarrollado por Adams (2016; Adams
& Collyer, 2019). A fin de considerar el efecto por el tamafio de los organismos, se
corrigieron los datos por alometria, calculando los residuales de la regresion de la
forma sobre el tamario del centroide (CS), con la funcion “procD.Im”. Una vez
obtenidos los residuales se cre6 una forma libre de alometria, usando estos
residuales y la forma consenso de los datos morfologicos. Sobre esta forma libre de
alometria se hicieron los analisis. Primero, se definieron los médulos utilizando la
funcién “define.modules” y la comparacién de las hipotesis se llevd a cabo con la

funcién “modularity.test’, con 1000 permutaciones.
HM1 ] : HM2 ] : E
- — t Hm‘

Fig. 22 Representacion grafica de las hipétesis de modularidad evaluadas. Los detalles de los mdilos
se pueden leer en la tabla 14.

Tabla 14. Descripcion anatomica de las diferentes hipétesis de modularidad propuestas. Los corchetes
definen a los landmarks que componen los distintos médulos. a) Ornelas-Garcia et al. 2017, b)
Franchini et al., 2014, c) Yoffe et al., 2020 y d) Parsons et al., 2011.

Hipoétesis Descripcion

HM1: Cabeza vs. Cuerpo La cabeza como una unidad
independiente del resto del cuerpo.

[1,11,12,13,14,15,16,17,18] La cabeza se asocia a la adquisicién
de los recursos alimenticios, vy el

[2,3,4,5,6,7,8,9,10,19,20,21,22,23,24,25,26,27] cuerpo con la locomocién (a,b).
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Tabla 14. (Continuacion) Descripcidn anatomica de las diferentes hipétesis de modularidad
propuestas. Los corchetes definen a los landmarks que componen los distintos médulos. a)
Ornelas-Garcia et al. 2017, b) Franchini et al., 2014, c) Yoffe et al., 2020 y d) Parsons et al., 2011.

HM2: Cabeza vs. Cuerpo vs. Caudal Los tres médulos propuestos se
asocian con diferentes
[1,11,12,13,14,15,16,17,18] caracteristicas funcionales: La
cabeza con la adquisicion de
[2,3,8,9,10,19,20,21,22,23,24,25,26,27] recursos troficos; el cuerpo con nado
y maniobrabilidad; y la caudal con
[4,5,6,7] nado y propulsion. Ademas, para las

formas de cueva se ha reportado
diferencias en la distribucion y
abundancia de neuromastos tanto la
cabeza, como la region caudal (a,
c).

HM3: Cuerpo vs. Caudal Se propone a la cabeza y el cuerpo
como una unidad integrada, distintas
[1,2,3,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25, de la region caudal asociada al nado

26,27] y propulsion en respuesta a las
diferentes caracteristicas fisicas de
[4,5,6,7] los ambientes contrastantes (a,c).
HM4: Preorbital vs. Postorbital La zona preorbital es la que se
relaciona directamente con la
[1,4,15,16,17,18,23,24,25,26,27,28] adquisicién de alimento (e.g. longitud
del hocico). Diversos trabajos
[2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,19,20,21,22,29,30,31] proponen que esta region puede

presentar modificaciones
independientes durante radiaciones
adaptativas (a,d).

Senal filogenética

Para estimar la sefal filogenética de la forma se utilizé el método de la K de
Blomberg modificado por Adams para variables complejas (Adams, 2014). El valor de
K obtenido es mayor a 0, siendo dichos valores proporcionales a la sefial filogenética,
por lo que los valores cercanos a 0 indican una sefal filogenética baja o débil,
mientras que los valores mas altos indican sefales fuertes (Blomberg et al., 2003;
Revell et al., 2008; Adams, 2014). El valor de K se estima con la media de los errores
cuadrados de la sefial filogenética observados (MSEO) y la media de los errores
cuadrados medios esperados bajo un modelo de evolucion Browniana (MSE),
dividiendo los valores observados por los esperados (K= MSEO/MSE; ver Blomberg
et al., 2003). Se espera que bajo un modelo de evolucién Browniana, el valor de K
seade 1 (K= 1; Blomberg et al., 2003; Adams, 2014). La K Blomberg provee una

medida de sefial filogenética robusta debido a que si las terminales del arbol utilizado
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estan estructuradas de manera jerarquica de forma consistente, los valores de MSEO
seran relativamente grandes, mientras que los valores de MSE seran pequefios y el
valor de K obtenido (la sefial filogenética) sera alto. Por otro lado, si la estructura de
las terminales del arbol no es muy consistente, se obtiene que los valores de MSEO
son relativamente pequefos, los valores de MSE son altos y el valor de K (sefial

filogenética) es baja (ver Blomberg et al., 2003; Revell et al., 2008).

Se evalué la senal filogenética de la forma del cuerpo (12 landmarks homaélogos y
una curva con 15 pseudolandmarks, Fig. 21) y de la premaxila (2 landmarks
homologos y una curva con 50 pseudolandmarks, Fig. 21), utilizando la filogenia
resuelta por medio de RADseq y genomas completos por Gardufio-Sanchez (2021).
Se trabajé con un subset de datos de los organismos de los que se tenian datos
morfolégicos y genéticos. Primero se redujo el arbol filogenético, removiendo las
terminales de las que no teniamos informacién morfoldgica utilizando el programa
Mezquite ver. 3.61. El arbol resultante consiste de 13 terminales (Fig. 23), por lo que,
con ayuda del programa TPSUtil, se generd una forma consenso para cada una de
ellas, utilizando como criterio los resultados moleculares y las regiones
hidrogeoldgicas propuestas por Elliott (2018), agrupando para algunas terminales
mas de una poblacién (tabla 15). Para estimar la sefal filogenética de la forma se
trabajo con la biblioteca geomorph en el programa R ver. 3.6.1. usando la funcién
“physignal’ con 1000 permutaciones. Y, se utilizo la funcién “gm.prcomp” que realiza
un analisis de componentes principales filogenéticos (PCAPhy por sus siglas en
inglés) con la informacidn genética y morfologica, permitiéndonos visualizar de forma

grafica estos resultados.

Tabla 15. Grupos obtenidos a partir de las terminales de la filogenia de RADseq y genomas completos.
En la columna de derecha, las poblaciones que componen dichos grupos, de las cuales se tiene tanto

la informacién morfolégica como la molecular.

Grupo Poblaciones que los componen
Genético

Peroles Peroles. Peces de superficie
Rascoén Rascoén. Peces de superficie

Grupo Chica Compone las poblaciones al sur de la sierra del Abra, San Luis Potosi: que habitan
en las cuevas de Chiquitita, Chica y Toro.
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Tabla 15. (Continuaciéon) Grupos obtenidos a partir de las terminales de la filogenia de RADseq y

genomas completos. En la columna de derecha, las poblaciones que componen dichos grupos, de

las cuales se tiene tanto la informacion morfolégica como la molecular.

Grupo Sabinos

Grupo
Yerbaniz

Pachon

Santa Anita

Vazquez
Caballo Moro
Grupo

Escondido

Grupo Molino

Compone las poblaciones de la zona centro-sur de la sierra el Abra, San Luis
Potosi: que habitan en las cuevas de Tinaja, Sabinos, Jos, Montecillos,
Palma-Seca, Piedras y Tigre. Poblaciones troglobias del linaje viejo.

Compone las poblaciones de la zona centro-norte de la sierra el Abra, San Luis
Potosi: que habitan en las cuevas de Japonés y Yerbaniz.

Se compone de la poblacién de Pachén al norte de la sierra el Abra, San Luis
Potosi.

Santa Anita. Peces de superficie

Compone de la poblacion del Sétano de Vazquez, en la regién de Chamal-ocampo
en la Sierra de Guatemala, Tamaulipas.

Compone de la poblacion del Sétano de Caballo Moro, en la region de
Chamal-ocampo en la Sierra de Guatemala, Tamaulipas.

Compone de la poblacion del Sétano de Escondido, en la region de Gomez-Farias
en la Sierra de Guatemala.

Se compone de las poblaciones Molino y Jineo, en la region de Gémez-Farias en la
Sierra de Guatemala.

Subterraneo Rio Subterraneo, en la regién de Micos, en la sierra de la Colmena, San Luis
Potosi.
Grupo Lo componen poblaciones de superficie del linaje nuevo: Rio Sabinas, Nacimiento
Superficie del rio Mante y rio Florido.
nuevo
Resultados
Modularidad

Encontramos evidencia de evolucion modular en 3 de las 4 hipdtesis propuestas

para el complejo Astyanax mexicanus, siendo la hipétesis modular 3 (HM3) la que no

es significativa, esta es una hipotesis que divide al organismos en la regién caudal vs.

el resto del cuerpo, bajo criterios anatomicos y funcionales (ver tabla 16), lo que nos

indica que el cuerpo de los Astyanax puede tener hasta 3 modulos independientes y

la cabeza se divide en dos modulos. En los resultados a nivel de morfotipo, ambos

morfotipos presentan modularidad en 3 de las 4 hipétesis, pero, difieren en las

hipétesis que son significativas. Por un lado, para el morfotipo Troglobio la HM3 es la
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que no es significativa. Con respecto al morfotipo de Superficie, es la HM1 (cabeza vs
cuerpo) la que no presentd valores significativos (tabla 16). Al profundizar a nivel

de linajes-morfotipo, para el grupo Troglobio los resultados son consistentes con los
obtenidos anteriormente para el grupo, los dos linajes presentan evidencia de
evolucion modular en 3 de las 4 hipoétesis (tabla 16) y es la HM3 la que no es
significativa. Los linajes del morfotipo de superficie si mostraron diferencias en la
evolucion modular,de acuerdo con las hipétesis que fueron significativas. Para el
linaje viejo de superficie la HM1 es la que no es significativa, y para el linaje nuevo, es

la HM3 la que no presenta evidencias de evoluciéon modular (tabla 16).

Tabla 16. Resultados de los analisis de modularidad con el coeficiente de covarianza. Los valores

resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p < 0.05).

Complejo CR Intervalos de confianza 95% Valor de p
Astyanax mexicanus Minimo Maximo
HM1 0.9016 0.8733 0.9382 0.024*
HM2 0.936 0.8623 0.9639 0.033*
HM3 1 0.8673 1.0387 0.264
HM4 0.8224 0.7841 0.9154 0.001*
Morfotipo Troglobio
e 08Tt 08653 00471 oot
HM2 0.9139 0.8914 0.9546 0.014*
HM3 0.9612 0.9099 1.0187 0.109
HM4 0.8224 0.7841 0.9154 0.001*
TTroglobio Vieo
e 08876 0847 09578 o002
HM2 0.9024 0.8735 0.9621 0.007*
HM3 0.9442 0.8883 1.017 0.07
HM4 0.8746 0.8195 0.9696 0.002*

HM1 0.9198 0.8685 1.0006 0.03*
HM2 0.9513 0.9091 1.0257 0.03*
HM3 1.0162 0.9588 1.0786 0.207
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HM4 0.7254 0.6695 0.9592 0.001*

Tabla 16. Resultados de los analisis de modularidad con el coeficiente de covarianza. Los valores

resaltados en negritas y con un * son estadisticamente significativos (p < 0.05).

Morfotipo Superficie

HM1 0.9221 0.8743 0.9805 0.088

HM2 0.81 0.7264 0.9596 0.005*

HM3 0.7583 0.5951 1.0151 0.015*

HM4 0.7464 0.7078 0.8894 0.001*
Sswperfiie Vislo
e 09508 09002 T os21

HM2 0.7785 0.7348 1.1072 0.028*

HM3 0.6506 0.5771 1.1208 0.029*

HM4 0.8829 0.8037 1.0063 0.002*

HM1 0.9146 0.8686 0.9961 0.014*
HM2 0.9051 0.8636 0.9933 0.013*
HM3 0.9357 0.8435 1.0618 0.07

HM4 0.8243 0.7803 0.9637 0.001*

De manera general, las hipétesis que muestran una mayor fuerza entre los modulos
para la forma del cuerpo son distintas en los morfotipos. Para el morfotipo Troglobio,
es la HM1, la que tiene los valores de CR mas bajos (CR = 0.8971) y por lo tanto,
mayor fuerza de asociacion dentro de los modulos, esta hipotesis divide al organismo
en la cabeza vs. resto del cuerpo, estos resultados son concordantes en ambos
linajes del morfotipo troglobio. En contraste, el morfotipo de superficie tiene los
valores de CR mas bajos en la HM 3 (CR = 0.7583), que divide al cuerpo en La regién
Caudal vs. el resto del cuerpo, sin embargo, estos resultados cambian en el linaje
nuevo de superficie, donde es la HM2 (que divide al cuerpo en tres modulos: cabeza
VS. cuerpo vs. region caudal) la que tiene el CR mas bajo (CR = 0.9051) y mayor
fuerza de asociacién. En todos los grupos evaluados, la HM4 (preorbital vs. el

post-orbital) presenta valores de CR mas bajos que los del cuerpo, con excepcion
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del linaje nuevo de superficie (tabla 16). Estos resultados nos muestran que la
evolucion morfolégica en el complejo Astyanax mexicanus se puede suscitar de
forma modular, siendo los mdodulo de la cabeza los mas propensos a evolucionar o

modificarse mas rapidamente con respecto a otros modulos.

Senial filogenética

En la filogenia resultante podemos observar una separacion clara en dos
grupos, haciendo referencia a los dos linajes reportados dentro del complejo
Astyanax mexicanus (ver Fig. 23). En la zona inferior del arbol encontramos a las
poblaciones asociadas al linaje viejo, que habitan en la Sierra El Abra, teniendo un
total de seis poblaciones, de las cuales, cuatro pertenecen a las cuevas (grupo Chica,
grupo Sabino, grupo Yerbaniz y Pachén) y dos son de superficie (Rascon y Peroles).
Mientras que en la zona superior tenemos a las poblaciones asociadas con el linaje
nuevo, que habitan en la Sierra de Guatemala y la Colmena, siendo siete poblaciones,
de las cuales, cinco son troglobias (Guatemala: Caballo Moro, Vazquez, Escondido y
Molino, la Colmena: Subterraneo) cuevas y dos de superficie(Santa Anita y grupo de

superficie linaje nuevo).

Grupo Superficie
Linaje nuevo

* Molino
100
#Escondido

100

F — 100 +Caballo Moro
100
*haquez
e ——l S A0 ANt

I
oAanU aleun

Pachén

*Yerbaniz

# Grupo Sabinos

“® Grupo Chica

o[agh aleun

» Rascon

Fig. 23 Filogenia obtenida a través de datos gendmicos (i.e. RadSeq y WGS, Gardufio-Sanchez, 2021). En dicha
filogenia se recuperan en dos linajes genéticos distintos. En la rama terminal de cada grupo se colocé la forma

consenso correspondiente a ese grupo, tanto para la premaxilla como la forma del cuerpo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos no hay senal filogenética en |la forma del
cuerpo, obteniendo un valor de K bajo y un valor de p que no fue significativo (K =
0.576, p = 338; ver Fig. 24A). Pero, si hay sefal flogenética en la forma de la
premaxila, teniendo un valor de K mas alto y un valor de p que si fue significativo (K
=0.824, p = 0.042; ver Fig. 24B). Ambos resultados estan por debajo del valor de k
esperado bajo un modelo de distribucién browniana (k = 1). Esto nos indica que
diferentes rasgos morfologicos dentro del complejo pueden tener un mayor
conservadurismo evolutivo con respecto a otros, siendo congruentes con los

resultados de modularidad.

PCA filogenético

Para la forma del cuerpo, en los dos primeros componentes principales se
explica el 62.61% de varianza acumulada, siendo el primer componente el que
explica un mayor porcentaje (PC1 = 39.25). Como se puede observar en el
filomorfoespacio las poblaciones mas cercanas filogenéticamente no son cercanas
en el morfoespacio de la forma del cuerpo, sino que las poblaciones troglobias estan
mas cercanas entre si con respecto a las poblaciones de superficie de su mismo
linaje (Fig. 23A). Respetando los resultados de que no existe una sefal filogenética
de acuerdo con el valor de Kmult =0.576 y de p = 0.338 (HO= no senal filogenética
en la forma). Por tanto la forma del cuerpo ha evolucionado de manera plastica en
ambos linajes en respuesta a las presiones ambientales ejercidas por las cuevas y el

medio de superficie.

En el caso de la premaxila, los dos primeros componentes explican 86.39% de la
varianza acumulada, siendo el PC1 el que mas porcentaje explica (75.38%). En el
filomorfoespacio se puede apreciar una separacion por el linaje para las poblaciones
troglobias. Mientras que para el caso de las poblaciones de superficie, se agrupan
entre si independientemente de su linaje, estando mas cercanas con el linaje nuevo
troglobio (Fig 23B). Aunado al resultado de que si hay una sefal filogenética de
acuerdo con el valor de Kmult =0.824 y de p = 0.042 (Ha= Si hay senal filogenética
en la forma), esto nos indica que la forma de la premaxila del linaje nuevo troglobio es

similar a la del grupo de superficie, lo que nos permite plantear que tiene un mayor
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conservadurismo evolutivo con respecto a la forma del cuerpo, pudiendo verse

afectado por su rol ecolégico o por el tiempo que lleve el linaje nuevo en la cueva.

PC 2 (11.01%)

0.00 0.02 0.04

-0.02

Forma del cuerpo

Pachén
A) —
OTroglobios |
o =
2 LA_Sl.:_pe_rfuile
Grupe
Sabinos
Yerbaniz
32 : b Kmult = 0.576 Escondido
o p= 0338
o
2]
~N g | Subterraneo
8 - Rascon
a0
Grupo Superficie Molino
Linaje nuevo Grupo
S \ Chica
= \
e Caballo Moro
n Santa Anita
Vazquez
¥ T T T
-0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04
PC 1 (38.98%)
Forma de la premaxila
B) Grupo
Chica
Santa Anita .
A._ Subterraneo
N\
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Peroles Kmult = 0.824
- *
Grupo Superficie Mg p= 0.042
Linaie nuevo Escondido
Vazquez Pachénk'
Caballo Moro
Yerbaniz
Grupo
Sabinos
T T T T
=0.05 0.00 0.05 0.10

PC 1 (75.38%)

Fig. 24 Filomorfoespacio obtenidos de los analisis del PCA filogenético. En triangulos, las poblaciones

troglobias. En circulos, las poblaciones de superficie. A) PCA Filogenético de la forma del cuerpo. B)

PCA filogenético de la forma de la premaxila

Discusion

Los organismos troglobios son un excelente modelo para estudiar los

mecanismos de evolucién morfoldgica, siendo los Astyanax troglobios uno de los

mejores modelos (Jeffery, 2009; Tabin, 2016). Entre las caracteristicas que los hace

un modelo idéneo se incluye la posibilidad de la caracterizacion de la evolucion en
paralelo, ya que en al menos dos linajes han colonizado los ambientes de cuevas,

ademas de ser organismos interfértiles con su grupo hermano de superficie,
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permitiendo el estudio de las bases genéticas de los cambios morfologicos (Tabin,
2016). En este capitulo se obtuvieron resultados que nos muestran que hay evidencia
de evolucion morfolégica modular en las formas troglobias y superficie de Astyanax
mexicanus, de acuerdo con las diversas hipoétesis a priori utilizadas, aportando
informacion adicional a la hipétesis de que la modularidad puede tener un papel
importante en la divergencia adaptativa como se habia sugerido entre morfotipos
lacustres del género (Ornelas-Garcia, 2017). A su vez, no se encontro

senal filogenética para la forma del cuerpo, sugiriendo que las formas de cueva han
evolucionado de forma paralela en lo diferentes linajes, en contraste con la forma de
la premaxila, la cual mostré sefial filogenética, implicando que ambos conjuntos de
datos podrian estar sujetos a diferentes presiones selectivas, que les

permiten desempefiar diferentes funciones en su medio, indicando que los rasgos
pueden responder de manera diferente a las presiones de seleccion ambientales y

verse afectados por la contingencia historica.

Modularidad en la forma del cuerpo

Tres de las cuatro hipotesis propuestas fueron evaluadas en la forma del
cuerpo, encontrando diferencias entre los dos morfotipos, indicando una diferencia en
los patrones de evolucién modular entre las formas troglobias y de superficie. Para el
morfotipo troglobio, la HM1 tuvo los valores de CR mas bajos, seguida de la hipotesis
HM2. La HM1 divide al cuerpo en dos modulos, cada uno asociado con diferentes
funciones ecoldgicas: la cabeza vs el cuerpo. La cabeza esta asociada a los habitos
troficos mientras que el cuerpo con la locomocion (Franchini et al., 2014;
Ornelas-Garcia et al. 2017). Asi, la HM2 sigue estos criterios anatémicos y
funcionales, dividiendo al cuerpo en tres moédulos, aunque los valores de CR son mas
altos (Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019). En esta hipotesis se incluye la regidon
del pedunculo caudal como un moédulo aparte, ya que dentro de la locomocion, es un
rasgo asociado con la propulsion y maniobrabilidad de los organismos
(Ornelas-Garcia et al., 2017). Ambas hipétesis nos indican que la modularidad
favorece la evolucion morfolégica en el morfotipo troglobio en respuesta al ambiente.
En el caso de la cabeza, la diversificacion se puede deber a multiples adaptaciones
ademas de la explotacion de los diferentes recursos tréficos en los ambientes de

cuevas con respecto a la superficie (Yamamoto et al., 2003, Albertson et al., 2003;
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2005; Protas et al., 2008; Parsons et al., 2011; Atukorola et al., 2013). Estos
resultados fueron congruentes en ambos linajes troglobios, lo que nos indica que la
evolucion modular se ha suscitado en los multiples eventos de colonizacién a las
cuevas promoviendo una segregacion trofica y en la locomocién en paralelo. Similar
a lo reportado en caracidos lacustres, donde la modularidad ha promovido la
segregacion trofica y locomotora en un par de especies simpatricas bajo procesos de

divergencia adaptativa (Ornelas-Garcia et al., 2017).

En el caso de las poblaciones de superficie encontramos diferencias entre las
hipétesis para cada linaje, lo cual podria estar en funcion con la historia evolutiva de
los grupos como se ha sugerido entre linajes de formas lacustres (Ornelas-Garcia et
al. 2017). En el morfotipo de superficie de linaje nuevo la hipétesis de menor valor de
CR fue la HM2 seguida de la HM1. Mientras que para el linaje viejo, la hipétesis con
el valor de CR mas bajo fue la HM3, la cual también divide al cuerpo en dos, sin
embargo, en esta ocasion separa el pedunculo caudal vs. el resto del cuerpo. En esta
hipotesis el pedunculo caudal esta asociado con la propulsion y maniobrabilidad que
pueden generar los peces (Ornelas-Garcia et al., 2017).Para este linaje contamos
con dos poblaciones: la de rio Rascon y la laguna de Peroles, las cuales
corresponden a sistemas hidrolégicos diferentes y aunado a la historia evolutiva
distinta de los dos linajes (Ornelas-Garcia et al., 2008; 2017) podria explicar las
diferencias encontradas entre las hipétesis de modularidad entre los linajes de

superficie.

Modularidad en la forma de la cabeza

La HM4 fue significativa para los dos morfotipos, en la cual se divide la cabeza
en dos modulos, el preorbital vs. el post-orbital. En la zona preorbital se encuentra el
hocico, asociado los habitos troficos y en la postorbital tenemos otros rasgos que
pueden tener una mayor relevancia para el contraste entre los morfotipos como lo es
el ojo y el opérculo branquial, caracteristicas claramente contrastantes entre los
morfotipos (Yamamoto el al., 2003; Gross et al., 2014; Gross & Powers, 2016;
Powers et al., 2018). Como observamos en el capitulo 1, la region preorbital presento
diferencias entre morfotipos siendo el morfotipo de superficie el que presenté un

hocico, maxila, y la proyeccion del hocico mayor que el morfotipo troglobio. La
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presencia de este modulo preorbital se ha sido sugerido antes para varios ciclidos
africanos, promoviendo una evolucién rapida y especializada asociada con la
explotacion de diferentes recursos (Cooper et al., 2010; 2011; Parsons et al.,

2011). En particular en los Astyanax este modulo también fue reportado entre
morfotipos lacustres simpatricos, siendo de forma similar a los ciclidos, un atributo
asociado con la explotacion diferencial de recursos tréficos (Ornelas-Garcia et al.
2017). Por otro lado el segundo modulo, la regidn postorbital, se detectaron claras
diferencias entre los dos morfotipos, siendo para el caso del morfotipo de superficie
mayor el perimetro de la orbita ocular y un opérculo con una forma triangular, en
contraste, el morfotipo troglobio, el cual tiene una orbita ocular menor y un opérculo
con forma romboidal. Es este aspecto, las modificaciones del grupo troglobio se
pueden deber a diversos factores como se menciond previamente, resaltando las
presiones ambientales ejercidas por las condiciones de oscuridad perpetua, que han
reducido la estructura ocular afectando la morfologia del complejo craneal (Mitchell et
al., 1977; Gross et al., 2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2018); y en

respuesta a niveles de oxigenacion bajos en el ambiente (Boggs & Gross, 2021).

Senial filogenética: forma del cuerpo

Nuestros resultados de |la forma del cuerpo no mostraron senal filogenética, lo
que indica que este marco morfolégico posee labilidad evolutiva (Revell et al., 2008).
Estos resultados son concordantes con uno de los escenarios propuestos por
Sidlauskas (2008), teniendo dentro de cada linaje un grupo con alta diversidad
morfoldgica (el morfotipo troglobio) y un grupo con con baja diversidad morfoldgica
(morfotipo de superficie), observando en el filomorfoespacio una magnitud desigual
de cambio entre los grupos. Lo que nos indica que el morfotipo troglobio ha
experimentado mas cambios morfoldgicos por rama filogenética en promedio que el
grupo de superficie. Bajo este contexto, la forma del cuerpo presenta una alta
plasticidad morfoldgica en respuesta al ambiente, posiblemente por las fuertes

presiones selectivas (Klingenberg & Ekau, 1996; Sidlauskas, 2008).

Senal filogenética: forma de la premaxila.

Contrario a la forma del cuerpo, si se encontr6 sefal filogenética para la forma

de la premaxila. De manera similar, los rasgos asociados a habitos tréficos, como
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la longitud del tracto digestivo y tipo de diente han sido reportados con una fuerte
sefal filogenética para los peces tropicales (Guisande et al., 2012; Roa-Fuentes et al.,
2015). Es posible que la reciente divergencia entre ambos morfotipos podria tener un
efecto en la baja diferenciacion en la premaxila entre los ambientes (Herman et al.
2018), asi como que esta estructura tenga una fuerte restriccion filogenética que
también puede estar asociada con su funcién ecoldgica (Vitt & Pianka, 2005;
Guisande et al., 2012; Comte et al., 2014; Roa-Fuentes et al., 2015). En este caso
podemos compararlo con un segundo escenario explorado por Sidlauskas (2008), el
que denomina como “eficiencia desigual en innovacién morfologica”, es decir, los dos
morfotipos no han experimentado cambios morfolégicos drasticos en la forma de la
premaxila por rama filogenética, pero, el grupo con mayor diversidad morfolégica (el
morfotipo troglobio) ha explorado regiones mas novedosas en el morfoespacio
(Sidlauskas, 2008), posiblemente asociadas a las condiciones ambientales de las
cuevas. Consideramos que una exploracion mas exhaustiva de la evolucién de esta
caracteristica en el contexto evolutivo puede dar mas luz con respecto a las

restricciones que podrian estar asociadas con estos resultados.

Conclusiones

Encontramos evidencia de evolucion modular en la forma del cuerpo y de la
cabeza para el complejo Astyanax mexicanus. Los morfotipos mostraron diferentes
patrones de modularidad. Para el caso del morfotipo troglobio, las hipotesis que
fueron significativas son congruentes en ambos linajes, por lo que la evolucion
modular ha segregado al cuerpo en al menos dos modulos distintos, respondiendo a
funciones ecoldgicas distintas (cabeza vs cuerpo). En el grupo de superficie se
encontraron diferencias en la hipotesis de modularidad entre linajes. Las diferencias
en los patrones de evolucion modular entre linajes podrian estar asociados a su

historia evolutiva asi como a las condiciones ambientales especificas.
En el caso de la senal filogenética encontramos efecto filogenético contrastante en

los marcos morfologicos analizados. La forma del cuerpo no presenta sefal

filogenética, sugiriendo una respuesta homoplasica de la forma del cuerpo en
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respuesta a las condiciones ambientales. En el caso de la premaxila si encontramos

sefal filogenética, por lo que esta estructura tiene conservadurismo evolutivo.
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Discusion general

.Investigaciones con herramientas moleculares y enfoques ecolégicos, han
descubierto procesos de evolucién en paralelo en diversos rasgos fenotipicos, que en
asociacién con las caracteristicas de su medio ambiente, producen especiacion
ecologica producto de la divergencia adaptativa (Schluter et al., 2000; 2004; Nosil,
2012; Hendry 2009; Garita-Alvarado, 2018). Bajo este contexto, los organismos
troglobios ofrecen un excelente modelo para el estudio de la evolucién en paralelo de
los rasgos asociados a la vida cavernicola (Jeffery, 2009; White & Culver, 2012;
Tabin, 2016). En esta tesis de investigacion se evaluaron los patrones de evolucién
morfoldégica en paralelo entre los linajes troglobios de Astyanax mexicanus, la
ecologia trofica y su relacion con la ecomorfologia para algunas poblaciones
troglobias de ambos linajes, y finalmente se evaluaron los mecanismos relacionados
con las fuentes de variacion fenotipica: la modularidad y la sefial filogenética en la

evolucion de estos rasgos.

Evolucion morfoldgica en paralelo: Patrones de divergencia en los linajes troglobios

En el capitulo | se describieron los patrones de divergencia morfolégica para la
premaxila, el cuerpo y la cabeza entre los morfotipos, troglobio y de superficie, en
ambos linajes de Astyanax mexicanus (i.e. linaje nuevo vs. viejo). Los tres marcos
morfolégicos presentaron diferentes niveles de divergencia morfoldgico entre los
morfotipos, siendo la cabeza la que presenté una mayor segregacion entre
morfotipos, seguida de la premaxila y por ultimo la forma del cuerpo, donde, se
apreci6 un sobrelapamiento fuerte entre los morfotipos, siendo el morfotipo troglobio
del linaje nuevo el que presenté mayor similitud con el morfotipo de superficie. Estos
patrones de evolucién en paralelo de las formas troglobias de ambos linajes para la
forma de cabeza y en menor medida de la premaxila y la forma del cuerpo, nos hacen
sugerir que existen fuertes presiones selectivas asociadas al ambiente que permiten
la evolucidn de formas similares en los ambientes de cuevas. Sin embargo, las
diferencias encontradas en los marcos morfolégicos analizados pueden a su vez dar
sefales de contingencia historica que podrian estar afectando la evolucion de estas
caracteristicas como se observé mas adelante en el caso de la premaxila. Estos

patrones combinados de evolucién en respuesta a presiones selectivas y
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contingencia histoérica en la evolucién morfoldgica, han sido propuestos previamente
en procesos de divergencia adaptativa para Astyanax lacustres (Garita-Alvarado, et
al. 2018).

Los siguientes rasgos son distintivos de la forma troglobia: 1) Una talla corporal
menor, siendo la media de la Longitud estandar para cuevas de 4.82cm vs. 5.48 cm
para la superficie. 2) Un menor numero de escamas en la linea lateral para los peces
de cuevas, con una moda de 33 en cuevas vs 35 en superficie). Ambas reducciones
se han relacionado en grupos a de cuevas con la limitacion de recursos disponibles
(Simon et al., 2017). En la forma del cuerpo, entre las principales diferencias entre
morfotipos estan: un pedunculo caudal es mas largo y mas estrecho, presentan una
forma mas comprimida del cuerpo que las formas de superficie sobre todo en la
region cefalica. Estas diferencias podrian estar asociadas con aspectos de la
locomocion como la propulsién y maniobrabilidad, y que podrian ser en respuesta a
las condiciones fisicas de su medio (Cordova-Tapia & Zambrano, 2017,
Ornerlas-Garcia et al., 2017).

En la forma de la cabeza, el morfotipo de cuevas presentd una forma mas céncava
(similar a una forma de espatula particularmente en el linaje viejo), con un hocico mas
largo, un incremento en el numero de dientes en la maxila, y mostré diferencias en la
forma de opérculo, en contraste con la forma de superficie. Estas diferencias en

el opérculo (romboide en las cuevas vs triangular en superficie), se han sugerido que
puede ser una adaptacion a un medio hipdxico, asi como el ancho y la apertura
relativos del hocico (Boggs & Gross, 2021). En cuanto a las modificaciones de la
cabeza y el hocico se han propuesto algunas en otros grupos de vertebrados (Barlow,
1961). De manera especifica los rasgos de longitud y ancho del hocico, se asocian a
los habitos tréficos: una longitud y como un estimador para evaluar la habilidad del
pez para capturar presas (Husley et al., 2003), un mayor numero de dientes en la
maxila, siendo congruentes con reportes previos (Yamamoto et al., 2003; Protas et al.,
2008), aunque, al aumentar en el numero de cuevas analizadas por linajes se
observaron diferentes modas entre los linajes (i.e. 3 dientes para el linaje viejo y 4
dientes para el linaje nuevo), sin haber diferencias significativas, y por ultimo una
premaxila con un proceso ascendente mas pequefio y mas robusto, con una forma

mas amplia, lo que posiblemente les confiere una cavidad bucal mayor, que puede
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repercutir tanto en el volumen de agua que pueden filtrar para la oxigenacion, como
materia organica, siendo el detritus la principal fuente de alimento en los adultos
(Espinosa et al., 2017).

Finalmente, el tamafio en la cuenca ocular es uno de los rasgos mas claros
asociados con los ambientes de cuevas, particularmente debido a la pérdida de la
vision que se da en los morfotipos troglobios, y que se ha sugerido como resultado de
las fuertes presiones selectivas y costos que impone el mantenimiento de estos
organos en ambientes pobres en nutrientes (Moran et al., 2015). Particularmente en
este estudio observamos una asociacion entre el tamafio de la cuenca ocular y
modificaciones el hueso suborbital 3 (SO3), el cual tiene, una forma mas compacta y
en una posicion distinta en la cabeza en contraste con la forma de superficie,
previamente se habian sugerido estos cambios en los peces de cuevas y el numero
de fragmentaciones y modificaciones en los huesos suborbitales y supraorbitales
(Yamamoto et al., 2003; Gross et al., 2014; Powers et al., 2017; 2018).

Ecologia trofica de los Astyanax troglobios

En el capitulo Il de la tesis obtuvimos que las senales isotdpicas entre
poblaciones y regiones geograficas son ligeramente diferentes, teniendo en las
cuevas de la Sierra de El Abra senales mas enriquecidas de 815N y menos
enriquecidas de 813C, exponiendo que la dinamica de la ecologia tréfica en cada
cueva es ligeramente diferente. Aunado a esto, los resultados de las métricas de
Layman indican que las poblaciones de la Sierra de El Abra tienen un mayor nicho
ecoldgico y menor redundancia tréfica. Sin embargo, de acuerdo con los valores
obtenidos y el flujo de enriquecimiento de un nivel a otro (de 3-4 puntos mas de 815N
en comparacién del nivel anterior, Zanden & Rasmussen, 1999; Post et al., 2002), se
sugiere que el nivel trofico de los peces troglobios es similar en las distintas cuevas.
En este punto, son necesarias mas investigaciones para conocer a fondo las
interacciones troficas que se susciten en el ambiente troglobio, donde se pueda
limitar un nivel tréfico base (Zanden & Rasmussen, 1999; Post 2002; Fenolio et al.,
2006) y comparar con los niveles troficos de los peces de superficie.

Por otro lado, no observamos una correlacion entre las sefiales isotopicas de 015N y

013C obtenidas y la ecomorfologia de las poblaciones troglobias. Sin embargo, en los
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analisis de ordenamiento asi como en las correlaciones la proyeccion del hocico (P.
Hocico), presento el valor de correlacion mas alto con 0.323 para 815Ny 0.303 para
013C. Este rasgo ha sido previamente asociado directamente con la adquisicion de
recursos tréficos (Villéger et al., 2010; Cordova Tapia y Zambrano, 2016), y entre las
variables que suelen tener una modificacion en respuesta a la funcionalidad de los
peces para adquirir diferentes recursos alimenticios (Albertson et al., 2003; 2005;
Cooper et al., 2010; 2011; Ornelas-Garcia et al., 2014; 2017; Garita-Alvarado et al.,
2018), como es el caso de los Astyanax lacustres en el lago de Catemaco, Veracruz,
donde hay una segregacién morfoldgica y ecolégica en dos especies simpatricas
(Ornelas-Garcia et al., 2014; 2017; Garita-Alvarado et al., 2018)

Finalmente, en este capitulo se desarroll6é un indice de entrada de nutrientes para
comprender si las caracteristicas fisicas de las cuevas pueden tener un efecto en las
diferencias del enriquecimiento de la sefal isotdpica para las distintas cuevas. Ya que
se ha demostrado con anterioridad que los atributos fisicos de una cueva se
correlacionan con la estructura de las comunidades en diversas cuevas tropicales
(Simbes et al., 2015). En nuestro estudio se encontré una relacion que apunta a que
las poblaciones de las cuevas que presentan valores del IN positivos, tienden a tener
valores de 815N mas enriquecidos en comparacion con las poblaciones que tuvieron
valores del IN negativos. En el caso de la senal de 613C, la relacion fue inversa, esta
era menos enriquecida conforme incrementa el valor del IN. Estos resultados no
fueron significativos, pero nos dieron una pauta para entender el efecto de la
geomorfologia de las cuevas, destacando que la distancia de la entrada de la cueva
a la poza (DEP) y la profundidad resultan de gran relevancia, ya que los recursos
aloctonos recorren menor o mayor distancia segun sea el caso para llegar a las
pozas, asi como posibles fendmenos de arrastre de materia organica por las
corrientes de agua, la percolacién de agua de lluvia y la facilidad de que la fauna
pueda acceder a la cueva, todos estos factores afectan a la dinamica de la ecologia
trofica de cada cueva (Ferreira, 2000; Culver et al., 2004; Souza-Silva et al., 2011;
Simdes et al., 2015). Adicionalmente, la conectividad subterranea en estos sistemas
podria también afectar la adquisicion de recursos directamente del manto freatico,
hipotetizando que en ambas regiones geograficas existen patrones hidrogeoldgicos
complejos que podrian permitir interconexidn entre distintas cuevas posiblemente

durante la época de lluvias posiblemente permitiendo el transporte de nutrientes e
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incluso la migracion de organismos entre algunas poblaciones (Eliot, 2018; Bradic et
al. 2012; Herman et al. 2018).

Procesos que afectan la evolucion morfolégica

En el capitulo Il exploramos dos procesos que afectan directamente la
evolucion morfolégica. Por un lado, tenemos a la modularidad como uno de los
promotores de la evolucion, debido a que se puede modificar un rasgo morfoldgico,
implicando una mejora funcional sin comprometer otras funciones en otros rasgos
morfoldgicos en el organismo (Wagner y Altenberg, 1996). En contraste, la senal
filogenética indica que las especies estrechamente relacionadas presentan una
mayor similitud morfologica (Blomberg et al., 2003; Losos, 2008; Revell et al., 2008),
lo que se interpreta como una evidencia de conservadurismo evolutivo o labilidad
evolutiva es los rasgos (Revell et al., 2008). Ambos procesos fueron evaluados en el
contexto de la divergencia adaptativa entre los morfotipos de cueva y superficie, a fin
de evaluar si algunos rasgos morfolégicos son mas propensos a evolucionar de
manera integrativa o modular, y a su vez cual es la sefal filogenética de la forma bajo

presiones selectivas similares en diferentes linajes de cuevas.

Patrones de evolucion modular

La evaluacion de diversas hipétesis de modularidad nos ayudaron a encontrar
diversos patrones de evolucion modular entre los dos morfotipos. Para el marco
morfolégico de la cabeza, la HM4 fue la que tuvo los valores de CR mas bajos en
ambos morfotipos, la cual divide a la cabeza en dos modulos, la region preorbital vs la
region postorbital. En la regidon preorbital se abarca el hocico, las narinas y todas las
estructuras asociadas a la morfoldgica trofica. La modularidad en esta region se ha
sugerido como promotora de una evolucion rapida y especializada asociada con la
explotacion de diferentes recursos tréficos, llegando a facilitar la divergencia
adaptativa y potencialmente la especiacion en el género Astyanax (Ornelas-Garcia et
al., 2017; Garita-Alvarado et al., 2018), como en otros grupos de peces (Cooper et al.,
2010; 2011; Parsons et al., 2011; 2017). Mientras, que en la region postorbital se
encuentra la estructura ocular, los huesos circundantes y el opérculo branquial,
estructuras que responden a otras presiones de seleccion. Principalmente en el
morfotipo troglobio, resaltan las presiones ambientales ejercidas por las condiciones

de oscuridad perpetua, que han reducido la estructura ocular afectando la morfologia
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del complejo craneal, asi como la modificacién en el opérculo que podria estar en
funcién con la baja la disponibilidad de oxigeno (Mitchell et al., 1977; Gross et al.,
2014; Gross & Powers, 2016; Powers et al., 2018).

Para la forma del cuerpo, se encontraron diferentes patrones de modularidad entre
los morfotipos. Para el morfotipo troglobio, la HM1 (cabeza vs. cuerpo) presento los
valores de CR mas bajos y por lo tanto mayor soporte para una evolucion modular
(Adams, 2016; Adams & Collyer, 2019), seguido de la HM2 (tres modulos: cabeza,
parte central del cuerpo y la cauda), estos resultados fueron consistentes en los dos
linajes. En ambas hipétesis el médulo de la cabeza esta asociado a los habitos
troficos, aunque para el grupo troglobio sabemos que también responde a otras
presiones selectivas como la pérdida de la vision y adaptacion a condiciones de
hipoxia (Boggs & Gross, 2021). Por otro lado, el médulo del cuerpo esta asociado
con la locomocién e hidrodinamismo (Ornelas-Garcia et al. 2017). Finalmente, el
modulo de la regidn caudal (i.e. pedunculo caudal), se asocia también con
locomocion, y de manera mas particular con propulsion y maniobrabilidad de los
organismos (Franchini et al., 2014; Ornelas-Garcia et al., 2017). Por lo que
proponemos que la modularidad es un proceso relevante que podria facilitar, de
manera similar a los procesos de diversificacion reportados en Astyanax lacustres
(Ornelas-Garcia et al. 2017), la divergencia adaptativa en ambos linajes de cueva,
promoviendo la evolucién morfoldgica con diferentes funciones ecolégicas, como la
explotacion de recursos y el uso del habitat, como se ha reportado en otros peces
(Cooper et al., 2010; Franchini et al., 2014; Larouche et al., 2015; Ornelas-Garcia et
al., 2017; Larouche et al., 2018).

Para el grupo de superficie encontramos diferentes patrones de modularidad en los
dos linajes. Para el linaje viejo de superficie, la hipotesis que presenté un menor valor
de CR fue HM3, seguida de la HM2. Para el linaje nuevo de superficie, la HM2 fue la
que presentd el CR mas bajo, seguida de HM1. Esto nos indico que los dos linajes
responden de manera diferente a presiones ambientales ejercidas en la superficie,
esto se puede deber a las caracteristicas fisicas del ambiente, asi como a la
contingencia histérica que podria estar afectando de manera diferencial a ambos
linajes de superficie, patrones que se recuperan en la evaluacion de la sefial

filogenética de la forma (Herman et al., 2018).
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Patrones de la senal filogenética

La sefial filogenética de la forma del cuerpo y de la premaxila, bajo el concepto
de que las especies estrechamente relacionadas presentan una mayor similitud
morfolégica (Blomberg et al., 2003; Losos, 2008; Revell et al., 2008), nos indicaria
que la similitud debera ser mayor entre linajes que entre morfotipos (troglobio vs
superficie). Sin embargo, encontramos patrones distintos de sefal filogenética para la
forma del cuerpo y de premaxila. Ambos marcos morfolégicos estuvieron por debajo
del valor esperado de K bajo un modelo de evoluciéon Browniano ( MB, K =1,
Blomberg et al., 2003; Adams, 2014), el cual se considera como un buen modelo para
estudiar la evolucion fenotipica, como se reportd para las ranas de la familia
Myobatrachidae, donde se le compard con otros modelos evolutivos, como el
Ornstein—Uhlenbeck (OU), y fue el mejor modelo para explicar la evolucion
morfoldgica en este grupo (Vidal-Garcia et al., 2017). Para la forma del cuerpo no se
encontré sefal filogenética (K = 0.576, p = 0.338), por lo tanto, se puede asumir que
la forma ha evolucionado mas en respuesta de las presiones selectivas del ambiente,
habiendo una evolucion en paralelo de la forma del cuerpo. Para la forma de la
premaxila si se encontro sefal filogenética (K = 0.576, p = 0.042), indicando que esta
estructura presenta un mayor conservadurismo evolutivo, que en parte podria
relacionarse a efectos pleiotrépicos, o posiblemente a procesos de divergencia
reciente (Herman et al. 2018), y finalmente, a que han tenido fuertes presiones
selectivas divergentes. Estos patrones diferentes son concordantes con los
escenarios propuestos por Sidlauskas (2008), por un lado tenemos una magnitud
desigual de cambio por rama filogenética para la forma del cuerpo (el grupo mas
diverso, experimento mas cambios morfoldgicos -troglobio viejo-) y eficiencia
desigual en innovacion morfolégica para la forma de la premaxila Los linajes no
experimentaron muchos cambios, pero el grupo mas diverso -troglobio viejo- explord
regiones novedosas en el morfoespacio). Aunque, se han reportado que los
diferentes niveles de conservadurismo evolutivo, entre rasgos morfolégicos también
dependen de la funcidn que desempeian, sugiriendo que los nichos ecologicos
evolucionan poco en el momento de un evento de especiacion, y por lo tanto, los
rasgos especificos al uso de estos nichos también evolucionaran mas lento, lo que

podria explicar la similitud del morfotipo troglobio nuevo con el morfotipo de superficie
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(Vitt & Pianka, 2005; Guisande et al., 2012; Comte et al., 2014; Roa-Fuentes et al.,
2015).
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Conclusiones generales

® Se encontraron patrones de evolucién morfoldgica en paralelo en la
ecomorfologia, la premaxila, el cuerpo y la cabeza en los dos linajes de los
Astyanax mexicanus troglobios, que generan una forma troglobia que los
distingue de su homologo de superficie. Siendo la forma de la cabeza donde
encontramos la mayor diferenciacion morfologica, seguido de la premaxila y por
ultimo, la forma del cuerpo, la cual presenté un mayor traslape entre morfotipos.

® Hubo un ligero grado de diferenciacion en la forma de la premaxila entre el
morfotipo troglobio viejo, en contraste con el linaje nuevo, lo que refuerza la
hipotesis de que el grado de regresion morfoldgica puede verse afectado por el
tiempo que llevan bajo dichas presiones selectivas.

® Las senales isotopicas de 615N y 813C tuvieron ligeras diferencias en los niveles
de enriquecimiento entre poblaciones y regiones geograficas. Particularmente en
las métricas de Layman, donde las poblaciones de la Sierra de El Abra
presentaron una mayor area de nicho ecoldgico y menor redundancia trofica, en
comparacion con las poblaciones de la Sierra de Guatemala. Sin embargo, los
valores de 15N y 813C sugieren que el nivel trofico y la base de carbono es
similar en todas las cuevas.

® No hubo una correlacién clara entre las variables ecomorfoldgicas y la senal
isotdpica, sin embargo, los rasgos morfolégicos asociados a la adquisicion de
recursos (i.e. P. hocico), fueron los que tuvieron el valor de correlacion mas alta
con la senal de 515N.

® Las senales isotopicas pueden verse afectadas por las caracteristicas fisicas de
las cuevas, destacando aspectos como la profundidad y la distancia de la entrada
a la poza donde habitan los organismos, lo que puede modificar la dinamica
ecologica de cada cueva.

® Encontramos evidencia de evolucién modular para la forma del cuerpo y la forma
de cabeza, estos patrones son diferentes entre los morfotipos. Para el caso del
morfotipo troglobio, las hipétesis que fueron significativas son congruentes en
ambos linajes, soportando las hipotesis de dos (cabeza y cuerpo) y tres médulos
(cabeza, parte media del cuerpo y cauda), siendo en ambos casos modulos que

pueden tener una asociacion en la obtencion de recursos, asi como locomocioén y
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uso de habitat. En el morfotipo de superficie, contrasto principalmente en la
integracion presente en la zona caudal y la regién media del cuerpo, exhibiendo
mas una adaptacion a las funciones locomotoras. Las diferencias encontradas
entre morfotipos, podria ser una evidencia de las diferentes presiones ejercidas
en cada ambiente, que podrian estar alterando la evolucion modular entre
morfotipos.

® Se observo una falta de sefal filogenética en la forma del cuerpo, lo que podria
deberse a una evolucion homoplasica de la forma en respuesta de las presiones
selectivas del ambiente.

® En el caso de la premaxila si encontramos sefial filogenética, por lo que esta
estructura si tiene conservadurismo relacionado con su historia evolutiva y

probablemente con su funcion ecoldgica.
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