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RESUMEN 

 

 

Anastrepha ludens Loew, la mosca mexicana de la fruta, es considerada una de las 

plagas más importantes de cítricos y mangos en diferentes regiones de México. Uno de 

los métodos utilizados para su control, es la Técnica del Insecto Estéril (TIE), el cual 

consiste en liberar moscas machos estériles producidas en laboratorio con la premisa de 

que hay una alta similitud genética con la población silvestre. En esta especie como en 

otras, la existencia de barreras naturales puede dar origen a una estructuración 

poblacional en loci neutrales y posiblemente conductuales o adaptativos, que produzcan 

varianza en los resultados de este método de control. Por esta razón, es importante 

entender la diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres de A. ludens de 

distintas zonas biogeográficas en México. En este contexto, se determinó la variabilidad 

genética interpoblacional de A. ludens, mediante la caracterización genética de 120 

individuos silvestres colectados en cinco zonas biogeográficas y una cepa de 

laboratorio. Los análisis incluyeron nueve microsatélites nucleares y la secuencia de un 

gen mitocondrial (COImt). Los resultados muestran que seis loci de microsatélites se 

desviaron significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg con exceso de 

homocigotos. Utilizando microsatélites, la diversidad genética y riqueza de alelos en las 

poblaciones silvestres fueron moderadas (Ho = 0.229, He = 0.356), con 35 alelos y la 

riqueza de alelos fue 2.796. Por otro lado, la diversidad haplotípica fue moderada y la 

diversidad nucleotídica baja (Hd = 0.1594, π = 0.0008), encontrando sólo siete 

haplotipos con COImt. Los individuos de laboratorio mostraron menor diversidad y 

riqueza alélica (Ho = 0.211, He = 0.337 y A = 2.11; Hd = 0.1947, π = 0.0005). El gen 

COImt mostró poco polimorfismo con dos grupos ligeramente estructurados (ΦST = 

0.167; NST = 0.048). Los microsatélites identificaron tres grupos genéticos, delimitados 

por barreras geográficas, con una estructura genética moderada (FST = 0.019 y RST = 

0.072). En ambos marcadores, la población Soconusco se diferenció de las otras (FST = 

0.065; RST = 0.191; NST = 0.128, y ΦST = 0.167). Con microsatélites, la población de 

laboratorio mostró también diferenciación moderada respecto a la población Soconusco 

(FST = 0.109, RST = 0.154, NST = 0.064). Se encontraron barreras genéticas que formaron 

tres grupos 1) Planicie Costera del Noreste y Costa Golfo, 2) Soconusco y 3) 

Altiplanicie y Costa Pacífico. Dichas barreras coinciden con la presencia física natural 
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de las montañas de la Sierra Madre Occidental y Oriental, la Faja Volcánica 

Transmexicana, la Sierra Madre del Sur y una barrera climático-ambiental debida a los 

vientos alisios en el Istmo de Tehuantepec. Por otra parte, el tamaño efectivo de las 

poblaciones se mantuvo constante a través del tiempo, hasta aproximadamente hace 100 

años cuando las poblaciones declinaron. La población de laboratorio presenta expansión 

demográfica debido a la cría masiva. Finalmente, el flujo genético muestra que ha 

existido suficiente migración entre todas las poblaciones para homogenizar la estructura 

genética, pero no hay flujo de genes de las poblaciones Altiplanicie y Costa Pacífico 

hacia las otras. Además, los elevados valores de Ne ancestral y actual sugieren que A. 

ludens es una especie con gran resistencia a los cambios climáticos probablemente por 

las características biológicas de la especie, así como su amplio rango de hospederos y 

alta capacidad de dispersión.  

 

Palabras clave: Anastrepha ludens, moscas de la fruta, microsatélites, COImt, 

diversidad genética, estructura genética, flujo genético, tamaño efectivo poblacional, 

áreas biogeográficas.  
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ABSTRACT 

 

 

Anastrepha ludens Loew, the Mexican fruit fly, is considered one of the most important 

pests of citrus and mangos in different regions of Mexico. One of the methods used for 

its control, is the Sterile Insect Technique (SIT), which consist in releasing sterile male 

flies produced in the laboratory with the premise that there is a high genetic similarity to 

the wild population. In this species as in others, the existence of natural barriers can 

give rise to a populational structure in neutral loci and possibly behavioral or adaptive 

traits that produce variance in the results of this control method. For this reason, it is 

important to understand the diversity and genetic structure of A. ludens wild populations 

from different biogeographical zones in Mexico. In this context, the A. ludens 

interpopulational genetic variability was determined, using the genetic characterization 

of 120 wild individuals collected in five biogeographic zones and a laboratory strain. 

The analysis included nine nuclear microsatellites and the sequence of a mitochondrial 

gene (COImt). The results show that six microsatellite loci deviated significantly from 

Hardy-Weinberg equilibrium with homozygote excess. Genetic diversity and allelic 

richness in wild populations were moderate (Ho = 0.229, He = 0.356), with 35 alleles 

and allelic richness was 2.796 using microsatellites. Furthermore, haplotype diversity 

was moderate and nucleotide diversity was low (hd = 0.1594, π = 0.0008), with only 

seven haplotypes with COImt. Laboratory individuals showed less diversity and allelic 

richness (Ho = 0.211, He = 0.337 and A = 2.11; hd = 0.1947, π = 0.0005). The gene 

COImt revealed little polymorphism with two groups slightly structured (ΦST = 0.167, 

NST = 0.048). The microsatellites identified three genetic groups, delimited by 

geographical barriers, with a moderate genetic structure (FST = 0.019 and RST = 0.072). 

In both markers, Soconusco population differed from the others (FST = 0.065, RST = 

0.191, NST = 0.128, and ΦST = 0.167). The laboratory population showed moderate 

differentiation with microsatellites, respect to the Soconusco population (FST = 0.109, 

RST = 0.154, NST = 0.064). Three genetic groups were found: 1) Northeastern Coastal 

Plain and Gulf Coast, 2) Soconusco, and 3) Plateau and Pacific Coast. These barriers are 

consistent with the natural physical presence of the mountains of the Sierra Madre 

Occidental and Oriental, the Transmexican Volcanic Belt, the Sierra Madre del Sur, and 

a climate-environmental barrier due to the trade winds in the Isthmus of Tehuantepec. 
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Moreover, the effective populations size remained constant over time, until about 100 

years ago when wild populations declined in size. On the other hand, the laboratory 

population presents demographic expansion due to mass rearing. Finally, gene flow 

analyses showed that enough migration among all populations homogenize the genetic 

structure, but that no migration was detected from Plateau and Pacific Coast populations 

towards the others. Additionally, the high values of current and ancestral Ne suggest 

that A. ludens is a species with high resistance to climatic changes probably because the 

biological characteristics of the species and its wide host range and high dispersal 

capabilities. 

 

Keywords: Anastrepha ludens, fruit flies, microsatellites, COImt, genetic diversity, 

genetic structure, gene flow, effective population size, biogeographic areas. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

El estudio de la diversidad genética de una población implica, entre otras cosas, tratar de 

deducir los procesos que moldea la cantidad y distribución de la variación genética en el 

tiempo y en el espacio. Esta área del conocimiento ha dado lugar a la genética 

ecológica, la genética del paisaje y la genética de la conservación (Lewontin, 1991; 

Hedrick, 2001; Frankahm  et al., 2010). 

 

 Las aplicaciones del estudio de diversidad genética van desde conocer los 

patrones de evolución de las especies hasta el uso y manejo de la biodiversidad en sus 

diferentes niveles (Griffiths et al., 1996). Particularmente es importante comprender los 

patrones de diversidad genética en especies invasoras y patógenas para encauzar 

propuestas de manejo que incluyan el componente genético (Krafsur, 2005). 

 

 Las moscas de la fruta del género Anastrepha son de los insectos-plaga más 

nocivos en la fruticultura, que en México, causan perdidas por daño directo al fruto por 

un monto anual de 30,000 millones de pesos (Loera-Gallardo, 2009; De Teodoro-Pardo, 

2011), además de los gastos relacionados con las acciones de control (Enkerlin, 2000; 

Reyes et al., 2000). El género Anastrepha (Diptera: Tephritidae) comprende casi 250 

especies clasificadas en 18 grupos que están distribuidas en las regiones tropicales y 

subtropicales de América (Norrbom et al., 1999; Norrbom y Korytkowski 2009, 2012).  

 

 En México se han descrito 37 especies del género Anastrepha (Hernández-Ortiz, 

2007). Las especies de mayor importancia económica son: Anastrepha ludens (Loew), 

A. obliqua (Macquart), A. serpentina (Wiedemann) y A. striata (Schiner) (Hernández-

Ortiz y Aluja, 1993; Aluja, 1994; Pinson et al., 2006). Anastrepha ludens es conocida 

comúnmente como mosca mexicana de la fruta (Aluja, 1994) y es considerada plaga de 

frutos en cítricos (Citrus paradisi, Citrus spp.), mango (Mangifera indica) y durazno 

(Prunus persica), cuando utiliza éstos frutos como substrato de oviposición y desarrollo 

de sus larvas (Hernández-Ortiz y Aluja, 1993; Núñez, 2000). 
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 Actualmente, el control de la población de A. ludens emplea como piedra 

angular la técnica del insecto estéril (TIE). El proceso consiste en liberar grandes 

cantidades de machos esterilizados mediante radiación gamma en las zonas infestadas 

(Klassen y Curtis, 2005; Rull et al. 2007). Así, el apareamiento entre hembras silvestres 

y machos estériles no produce descendencia (Vreysen, 2005; Pinson et al., 2006). La 

TIE asume que los individuos liberados tienen alta similitud genética con los silvestres. 

Sin embargo, el aislamiento de la colonia de laboratorio y los efectos de los factores 

ambientales y genéticos en los individuos silvestres están influyendo negativamente en 

el control poblacional. Después de varias décadas de reproducción masiva en cautiverio 

se ha detectado que la eficiencia del método disminuyó porque se está presentando 

incompatibilidad de apareamiento y baja competitividad en el comportamiento 

reproductivo (selección sexual y patrones de cortejo) y baja longevidad en los machos 

estériles, respecto a los que se registran en los silvestres (Rull et al., 2005; Rull y 

Barreda-Landa, 2007). 

  

 Entre las posibles causas de la ineficiencia de los machos estériles se encuentra 

la pérdida de variación genética (Rull y Barreda-Landa, 2007), ya que en las 

poblaciones aisladas, como las de cría masiva, se favorece la aparición de individuos 

homocigotos debido a la endogamia (Alberti et al., 2002). Por otro lado, es posible que 

exista elevada diversidad genética de las poblaciones silvestres debido a la variación en 

las condiciones geográficas y climáticas en el área de distribución de la especie, así 

como a los grandes tamaños poblacionales (Shi et al., 2005). 

 

 Escasa es la información relacionada con estudios de genética de poblaciones en 

la especie A. ludens aun cuando es una herramienta que permite comprender los 

patrones de diversidad genética en especies invasoras y patógenas, en relación con el 

espacio-tiempo (Lewontin, 1991; Griffiths et al., 1996), con el fin de encauzar 

propuestas de manejo que incluyan el componente genético (Krafsur, 2005).  
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II. HIPÓTESIS 

 

 

La variabilidad genética presente en Anastrepha ludens está fuertemente influenciada 

por las características de las diferentes zonas biogeográficas de México. Respecto a ello, 

la Altiplanicie, la Planicie Costera del Noroeste, la Costa Pacífico, la Costa Golfo y el 

Soconusco presentan mayor aislamiento geográfico debido a la barrera natural generada 

por la existencia de la Faja Volcánica Transmexicana, la Sierra Madre del Sur, la Sierra 

Madre Oriental y la Sierra Madre de Chiapas. 

 

 

III. OBJETIVOS 

 

 

El objetivo general de este trabajo fue determinar la variabilidad genética en 

poblaciones de Anastrepha ludens en cinco zonas biogeográficas de México: Planicie 

Costera del Noroeste, Altiplanicie, Costa Pacífico, Costa Golfo y Soconusco, así como 

de una cepa reproducida en laboratorio por 25 años que equivale a 152 generaciones. 

 

Por otro lado, los objetivos particulares formulados en este estudio fueron los 

siguientes: 

 

1. Conocer la variación genética de A. ludens en las zonas biogeográficas de México y 

una cepa de laboratorio con marcadores moleculares nucleares (microsatélites) y 

mitocondrial (COI). 

 

2. Conocer la diferenciación, estructura y flujo genético de las poblaciones silvestres. 
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IV. ANTECEDENTES 

 

 

 4.1. Impacto del género Anastrepha spp. en la fruticultura en México 

 

El área aproximada que dedica México para cultivar 32 especies de frutales es de 

1’300,000 ha. De ésta superficie el 9.5% alberga varios hospederos más importantes 

para las moscas de la fruta, en especial las del grupo del género Anastrepha spp. La 

producción anual de frutas es de aproximadamente 10 millones ton/año, que representan 

el 16% de la producción agrícola total (Gutiérrez-Samperio et al., 1993; Loera-Gallardo, 

2009). Las moscas de la fruta ocasionan un daño directo a frutos como cítricos, mangos, 

durazno, guayaba y zapote, cuando las hembras los usan como substrato de oviposición 

y desarrollo de sus larvas provocando el deterioro y la caída del fruto, así como su 

contaminación por patógenos (Hernández-Ortiz, 1992; Hernández-Ortiz y Aluja, 1993). 

Las pérdidas en la producción de cítricos, mango y guayaba llegan hasta 2’256,849.7 

pesos (Enkerlin et al., 1989; Aluja, 1994; Aluja et al., 1996; Loera-Gallardo, 2009). Los 

frutos como el mango y la naranja ocupan la mayor parte de la superficie de frutales en 

México y su producción anual en conjunto alcanza un valor de 7’800,232 pesos (Loera-

Gallardo, 2009). 

 

 Además de las pérdidas en rendimiento ocasionados por el daño a la fruta y el 

incremento de los costos de producción debido a los gastos utilizados para el control de 

esta plaga, se añaden los daños indirectos que incluyen la restricción en la 

comercialización nacional e internacional debida a las barreras cuarentenarias, la 

construcción y mantenimiento de instalaciones para el tratamiento de frutas y la 

implementación de los programas de control y erradicación (Norrbom, 2004; Loera-

Gallardo, 2009). 

 

 4.2. Variación genética del género Anastrepha spp. 

 

El estudio de la diversidad genética incluye aquellos procesos que moldean la cantidad 

y distribución de la variación genética en el espacio y en el tiempo (Lewontin, 1991; 

Griffiths et al., 1996; Hedrick, 2001; Frankahm et al., 2010). Por ello, el objetivo 
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principal de la genética de poblaciones es la descripción y explicación de la variación 

genética dentro y entre poblaciones naturales (Lewontin, 1991). En este sentido, ésta es 

una herramienta útil para explicar la determinación de los niveles de variación genética 

en poblaciones naturales y de cómo esa variación cambia en el tiempo y el espacio 

(Griffiths et al. 1996). Particularmente, es necesario entender los patrones de diversidad 

genética en especies invasoras y patógenas, tales como los insectos-plaga para encauzar 

propuestas de manejo que incluyan el componente genético (Krafsur, 2005). A pesar 

que varias especies de moscas del género Anastrepha están consideradas como plagas 

de importancia económica, son pocos los estudios que se han realizado y, en el caso de 

A. ludens¸ considerada la plaga principal de frutos de cítricos y mango, y con un rango 

de distribución que se ha reportado desde el sur de Texas (aunque recientemente fue 

declarada erradicada de esta región (NAPPO, 2012) hasta Costa Rica (Hernández-Ortíz 

y Aluja, 1993), los estudios de variación genética y de relaciones filogenéticas en la 

especie Anastrepha ludens son escasos (Malavasi et al., 1982; Pecina et al., 2009; De 

Teodoro-Pardo, 2011). 

 

 Entre los estudios de genética de poblaciones y filogeografía que se han 

realizado del género Anastrepha, está el de las relaciones evolutivas entre las especies 

de Anastrepha, investigado por McPheron et al. (2000) con rRNA mitocondrial del gen 

16S y el basado en caracteres morfológicos (Norrbom et al., 2000). En ambos trabajos, 

cuatro de las especies plaga más importantes, A. ludens, A. obliqua, A. fraterculus y A. 

suspensa fueron clasificadas dentro del grupo fraterculus. Dentro de los trabajos que se 

han realizado con el grupo fraterculus se encuentra el estudio realizado por Smith-

Caldas et al. (2001) con secuencias del COImt en poblaciones de los Andes de 

Colombia, Venezuela y México, sugieren que el grupo fraterculus es parafilético, que 

A. obliqua podría provenir de un linaje genéticamente diverso, que A. suspensa es 

monofilética y que A. ludens forma la base del grupo fraterculus. 

 

 Dentro del grupo fraterculus, la especie más estudiada es A. fraterculus. Por 

ejemplo, en 1985, Morgante y Malavasi, usando cinco loci polimórficos de sistemas 

enzimáticos demostraron heterocigosidad baja de 0.031 entre poblaciones silvestres de 

A. fraterculus en Brasil. En otro estudio, Steck y Sheppard (1993), analizando mediante 

marcadores RFLPs los patrones de ADN mitocondrial (ADNmt), entre diferentes 

poblaciones de Bahía y sur de Brasil y la costa Venezolana, igualmente encontraron 
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variaciones. Estas variaciones también se presentaron entre poblaciones de Venezuela y 

Brasil usando el gen 16S (McPheron et al., 2000). La diferencias de poblaciones de A. 

fraterculus, provenientes de diferentes regiones, también se han demostrado conductual 

(i.e., diferentes preferencias de hospederos) y morfológicamente (i.e., variación en el 

ovipositor y el ala) entre poblaciones de México y Sudamérica (Aluja et al., 2003, 

Hernández Ortíz et al., 2004). 

 

 Por su parte, Selivon et al. (2005a; 2005b), combinando isoenzimas, cariotipos, 

morfometría y cruzamientos en diez poblaciones de dos entidades brasileñas del 

complejo de A. fraterculus encontraron diferencias en las frecuencias alélicas de cuatro 

loci que les permitieron reconocer dos grupos o clusters de poblaciones, que 

actualmente son reconocidos como dos especies crípticas (A. spp. 1 aff. fraterculus y A. 

spp. 2 aff. fraterculus) diferenciados (FST = 0.043 y 0.057, respectivamente). Otro 

estudio que también encontró variaciones entre diferentes poblaciones de esta especie 

en Argentina, con heterocigosidades de 0.353 a 0.492 fue el realizado por Alberti et al. 

(2002). Más recientemente, Ludeña et al. (2010) con secuencias de COI y COII del 

ADNmt en poblaciones de Colombia, Venezuela, Ecuador, Argentina y Brasil, 

observaron la monofilia de A. fraterculus en poblaciones de los Andes ecuatorianos. 

 

 En el caso de A. suspensa, la mosca del Caribe, Heath et al. (2001), con 

información del gen ATPasa6mt, encontraron alta variación entre las poblaciones de 

Florida, lo que coincide con lo reportado por Fritz y Schable (2004), para la misma 

especie, que usando microsatélites encontraron heterocigosidades de 0.11 a 0.89 entre 

diferentes regiones de Florida. Éstas variaciones con microsatélites también las 

encontraron Boykin et al. (2010) quienes reportaron heterocigosidades 0.05 a 0.83 entre 

regiones de Florida, Puerto Rico, Islas Caimán, Republica Dominicana y Jamaica. 

 

 Por otro lado, en Anastrepha obliqua, la mosca del mango, Sajedul-Islam et al. 

(2011) observaron, mediante análisis de loci de microsatélites, heterocigosidades entre 

0.095 y 0.783 en seis poblaciones silvestres provenientes de diferentes localidades de 

México (Colima, Morelos, Sinaloa, Michoacán, Nayarit y Veracruz). Esta variación 

también se presentó al analizar ocho loci isoenzimáticos de poblaciones colectadas en 

localidades de Chiapas (Comitán, Talismán, Tuxtla Chico e Izapa), con heterocigosidad 



 
7 

 

de 0.18; además, en poblaciones de A. serpentina y A. striata se presentó 

heterocigosidad de 0.007 y 0.15, respectivamente ( De Teodoro-Pardo, 2011). 

 

 4.3. Variación genética de poblaciones naturales en A. ludens de México 

 

En México, la gran variación biogeográfica ha influido en la diversidad biológica, 

proporcionando barreras para la dispersión de muchas especies (Rzedowski, 1991a). En 

el caso de A. ludens, con una distribución que se ha reportado desde México hasta 

Centroamérica (Birke et al., 2013), además de las condiciones climatológicas a las que 

están expuestas las poblaciones en las regiones, está la diversidad de frutos hospederos 

que utiliza en cada región (Aluja, 1993; Aluja et al., 1996; Celedonio et al., 1995; 

Thomas, 2003; Birke y Aluja, 2011). Por ello, es posible que esas variaciones propicien 

que distintas poblaciones estén sujetas a presiones de selección que podrían estar dando 

lugar a la divergencia genética (Aluja et al., 2009). 

 

 La especie mexicana de la mosca de la fruta, A. ludens tiene escasos reportes 

relacionados con variación genética poblacional, entre ellos encontramos el realizado 

por Malavasi et al. (1982) quienes encontraron baja He (0.046) con isoenzimas. Pecina 

et al. (2009), usando marcadores AFLPs reportan 28% de diferenciación entre 

poblaciones del noroeste del país (Tamaulipas, Nuevo León y San Luis Potosí), con FST 

de 0.058 y He que va desde 0.26 a 0.29. También, De Teodoro-Pardo (2011), 

empleando cuatro loci de sistema enzimático, encuentra diversidad en poblaciones 

silvestres de Michoacán, Nuevo León, Veracruz y Guatemala, con heterocigosidades de 

0.19 a 0.55, y diferenciación genética desde FST = 0.03 a 0.67. Sin embargo, Gálvez-

Reyes (2010) usando RFLPs no encontró polimorfismo en el gen COImt en seis 

poblaciones de México (Chiapas, Nayarit, Michoacán, Sinaloa, Nuevo León y una cepa 

de laboratorio). 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 5.1. Material biológico 

 

Se obtuvieron muestras de poblaciones silvestres de A. ludens distribuidas en las cinco 

provincias reconocidas en el esquema biogeográfico de la Republica Mexicana 

(Rzedowki, 1978b): Altiplanicie, Planicie Costera del Noreste, Costa Pacífico, Costa 

Golfo y Soconusco, así como una cepa de cría masiva del Programa Moscafrut 

reproducida en el laboratorio por 25 años, lo que equivalen a 152 generaciones (Figura 

1). Este último, se empleó como grupo de referencia para analizar sus niveles de 

variación genética y de endogamia relativos a las poblaciones silvestres. Se emplearon 

diez machos y diez hembras de insectos adultos, los cuales permanecieron en 

congelación a -32ºC hasta su procesamiento (Anexo 1 cuadro 1.1). Los especímenes 

fueron proporcionados por el Departamento de Colonización y Cría de Moscas de la 

Fruta de la Subdirección de Desarrollo de Métodos del Programa Moscafrut, en Metápa 

de Domínguez, Chiapas (México) y el Instituto de Ecología, A. C. (INECOL), Veracruz 

(México).  

Figura 1. Ubicación y distribución de las localidades de colecta de A. ludens. 
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 5.2. Extracción de ADN genómico 

 

La extracción y purificación del ADN se realizó empleando el kit DNeasy & Tissue 

(Quiagen), de acuerdo al protocolo establecido por el fabricante (Anexo 3.1), 

modificando el tiempo de lisis celular a 2 h. Cada individuo se colocó en un microtubo 

(1.5 mL) y se lavó tres veces con 250 μL de etanol al 95%, se eliminaron los residuos de 

alcohol; posteriormente, el insecto se maceró en nitrógeno líquido, con ayuda de un 

micropistilo, previamente esterilizado. La integridad, calidad y concentración del ADN 

se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa (Anexo 3.2). 

 

 5.3. Amplificación y genotipación de microsatélites 

 

Se amplificaron 120 muestras con nueve loci de microsatélites nucleares basados en el 

análisis de Sajedul-Islam et al. (2011). Un oligonucleótido de cada par fue marcado con 

una molécula fluorescente para estimar el tamaño de los fragmentos (Anexo 1 cuadro 

1.2). La amplificación se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Sajedul-Islam et 

al. (2011). El ensayo estandarizado se describe en el anexo 3.3.  

 

 Los productos de PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

(Anexo 3.4). Los productos de PCR con los fragmentos de tamaño esperado se 

mezclaron para hacer lecturas multiplex, y se enviaron al servicio de análisis de 

fragmentos del Roy. J. Carver Biotechnology Center de la Universidad de Illinois en 

Urbana-Champaign, EE.UU. Los análisis se realizaron en un secuenciador automático 

ABI Prisma 3730xl (Applied Biosystems), con un marcador de pares de bases LIZ500. 

Finalmente, los datos se analizaron para determinar el tamaño de los alelos y cada locus 

con los programas Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems) y GeneMarker 4.0. 

 

 5.4. Amplificación, secuenciación y genotipación del gen COImt 

 

El gen citocromo oxidasa I mitocondrial (COImt) de 1300 pb fue amplificado mediante 

PCR empleando los siguientes oligonucleótidos CI-J-2183 

(5’CAACATTTATTTTGATTTTTTGG3’) (Sperling y Hickey, 1994) y TL2-N-3014 

(5’TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA3’) (Simón et al., 1994). La amplificación 

se realizó de acuerdo al protocolo de Smith-Caldas et al. (2001). El protocolo 
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estandarizado se encuentra en el anexo 3.5. La integridad del gen COImt amplificado se 

verificó mediante electroforesis en gel de agarosa (Anexo 3.6). La calidad y presencia 

de errores en cada secuencia fue verificada mediante el análisis de los cromatogramas 

con el programa BioeEdit 7.1.9 (Hall, 1999).  

 

 Las secuencias fueron limitadas en los extremos para evitar la presencia de sitios 

variables debido a artefactos de secuenciación por la polimerasa (aprox. 40 pb). 

También se utilizó éste programa para ensamblar las secuencias forward y reverse de un 

individuo. Las secuencias de ADN se alinearon con el programa Clustal W 1.4 

(Thompson et al., 1994). La construcción del alineamiento múltiple se efectuó con el 

método de alineamiento progresivo (Hall, 1999). Una vez terminada la alineación se 

corroboraron los polimorfismos de cada secuencia con el cromatograma 

correspondiente. 

 

 5.5. Estimación de la diversidad genética  

 

5.5.1. Microsatélites. La estimación de la diversidad genética se realizó mediante el 

porcentaje de polimorfismo (%P), el número efectivo de alelos (Ae), la heterocigosidad 

esperada (He) y la heterocigosidad observada (Ho). Estos valores fueron obtenidos con 

los programas Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010) y GeneAlex 6.41 (Peakall y 

Smouse, 2006). La prueba de equilibrio Hardy-Weinberg se estimó dentro de cada 

población usando el programa Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010) y GenePop 4.0.7 

(Rousset, 2008). La estimación de las frecuencias alélicas de cada locus y cada grupo 

genético se obtuvo mediante el programa GenAlex 6.41 (Peakall y Smouse, 2006). Se 

identificaron el número total de alelos de cada grupo genético y los alelos privados con 

el programa GeneAlex 6.41 (Peakall y Smouse, 2006). 

 

 En los análisis se utilizaron los coeficientes de endogamia, FIS (Weir y 

Crockerham, 1984) y pruebas de probabilidad con MCMC. El programa Population 

1.2.5 (Langella, 2002) fue empleado para calcular la distancia genética de Nei de las 

poblaciones, usando 1000 réplicas bootstrap. El programa FSTAT 3.9.3 (Goudet, 1995) 

fue empleado para estimar la riqueza alélica (A), con base en el número mínimo de 

individuos muestreados en un grupo genético y los estadísticos F. 
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5.5.2. El gen COImt. La diversidad genética es una estimación de la variación genética. 

En este trabajo se calcularon las siguientes medidas de diversidad: número de sitios 

segregantes (S), número de singletones, número total de mutaciones, número de 

haplotipos, diversidad haplotípica (hd), diversidad nucleotídica (π) e índice de 

diversidad (Ө) (Nei, 1987; Watterson, 1975). Los valores de diversidad se obtuvieron 

con el programa DNA Sequence Polymorphism DnaSP 5.10 (Rozas, 2010), MEGA 

5.10 (Tamura et al., 2011), y Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010). También, se 

realizó una prueba de Tajima (D) para comprobar el carácter neutral de este marcador. 

Los estimados de diversidad genética se encuentran descritos en el anexo 4.1. 

 

 5.6. Diferenciación y estructura de poblaciones 

 

5.6.1. Microsatélites. El análisis de diferenciación genética dentro y entre poblaciones 

se realizó con AMOVA (Análisis de Varianza Molecular) utilizando los índices de 

fijación RST y FST, con 10,000 permutaciones y una significancia de p<0.05. El valor 

estimado se obtuvo con el programa Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010), descritos 

en el anexo 4.2. 

 

 La exploración de grupos genéticos se realizó con el método de agrupamiento 

genético a gran escala, usando las cinco poblaciones silvestres y la cepa de laboratorio, 

éste último con fines comparativos, ya que, en este análisis el programa no necesita la 

ubicación geográfica. La estructura de las poblaciones se efectuó con el programa 

Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), desarrollado en el anexo 4.3. 

 

5.6.2. El gen COImt. La diferenciación genética es reflejada en las diferencias de la 

variación de diversidad genética espacial, entre las partes constituyentes dentro de una 

especie (Futuyma, 2009; Hedrick, 2011). Para ello, se calcularon a partir de las 

secuencias los índices de diferenciación poblacional como FST y NST mediante el 

programa DnaSP 5.10 (Rozas, 2010) que se indica en el anexo 4.4. 

 

 La asignación de grupos genético se realizó con el método de agrupamiento 

genético a gran escala, usando las cinco poblaciones silvestre con la ubicación 

geográfica de los alelos de las secuencias. La estructura de la población se asignó con el 

programa BAPS 6.0 (Corander et al., 2008a; 2008b; Tang et al., 2009). 
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 5.7. Método de aislamiento por distancia  

 

5.7.1. Microsatélites. La prueba de Mantel entre la distancia genética de Nei y la 

distancia geográfica fue efectuada con la finalidad de encontrar posible aislamiento por 

distancia, la cual se realizó con 10,000 permutaciones. El análisis se ejecutó en el 

programa GenAlex 6.41 (Peakall y Smouse, 2006). 

 

5.7.2. El gen COImt. La prueba de Mantel entre la diferenciación NST y la distancia 

geográfica se efectuó con el programa Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010) 

 

 5.8. Barreras genéticas con microsatélites 

 

Además, se buscaron posibles barreras genéticas empleando el programa Barrier© 2.2 

(Manni et al., 2004) utilizando el algoritmo de Monmonier, con base a las distancias 

genéticas FST linealizadas de Slatkin generadas en Arlequín 3.5.1.3. 

 

 5.9. Flujo genético entre poblaciones 

 

5.9.1. Microsatélites. El grado de conexión entre las poblaciones depende de la cantidad 

de flujo genético existente entre ellas. La inferencia de la tasa de migración entre los 

grupos genéticos de A. ludens se realizó mediante el programa Migrate-N 3.2.6 (Beerli y 

Felsenstein 1999, 2001; Beerli, 2006), método desarrollado en el anexo 4.5. 

 

5.9.2. El gen COImt. El análisis para conocer el flujo genético entre los grupos de A. 

ludens se realizó mediante los índices de diferenciación poblacional como FST y NST con 

el programa DnaSP 5.10 (Rozas, 2010). 

 

 5.10. Redes haplotípicas con el gen COImt 

 

La red de haplotipos representan las relaciones genealógicas entre alelos o haplotipos a 

nivel poblacional. En este trabajo, las redes se elaboraron con los programas TCS 1.21 

(Clement et al., 2000) y Network 4.6.1.1 (Bandelt et al., 1999; Polzin et al., 2012), que 

se encuentran descritos en el anexo 4.6. 
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 5.11. Filogenia molecular con el gen COImt 

 

En este análisis se incluyeron siete haplotipos de A. ludens y cinco haplotipos 

encontrados en el GeneBank. Los grupos externos fueron seis individuos del grupo de 

Anastrepha spp. y dos individuos de Drosophila spp. La filogenia del grupo se 

reconstruyó bajo distintos métodos de búsqueda: Máxima Parsimonia, Máxima 

Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, cuyos métodos se incluyen en el anexo 4.7. 

 

 5.12. Demografía histórica con el gen COImt 

 

5.12.1. La D de Tajima y Fs de Fu. Las pruebas de neutralidad ponen a prueba la 

hipótesis de que todas las mutaciones son selectivamente neutrales (Kimura, 1983). Para 

conocer eventos demográficos antiguos, como cuellos de botellas y expansiones 

demográficas, se calcularon la D de Tajima (1989) con el programa DnaSP 5.10 (Rozas, 

2010), y la FS de Fu (Fu, 1997) con Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010), los análisis 

se encuentran descritos en el anexo 4.8. 

 

5.12.2. Distribuciones mismatch. La prueba de mismatch se hizo para comparar lo 

anterior, con la prueba de expansión poblacional espacial por población y tomando a las 

poblaciones como un sólo grupo. El análisis se basa en un modelo de estructura 

poblacional paso a paso (Excoffier, 2004). Los parámetros demográficos determinados 

fueron τ: escala de tiempo mutacional considerado en el tiempo de expansión, θ: índice 

de diversidad antes y después de la expansión y M: el número de migrantes por 

generación (Excoffier et al., 2010), los métodos están en el anexo 4.8. 

 

5.12.3. Skyline Plot. Con coalescencia es posible conocer la historia demográfica y 

evolutiva de las poblaciones. El tamaño poblacional se determinó considerando un 

modelo de crecimiento exponencial constante con un reloj molecular relajado. Se 

calculó el Skyline Plot generalizado para estimar el tamaño poblacional de A. ludens a lo 

largo del tiempo. El método convierte la tasa de eventos coalescentes de secuencias 

homólogas en un diagrama que gráfica el tamaño efectivo poblacional, respecto al 

tiempo (Pybus et al., 2000). El Ne y el TMRCA se calcularon utilizando el programa 

Beast 1.6.2 (Drummond et al., 2007). Las instrucciones del programa se encuentran en 

el anexo 4.8. 
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VI. RESULTADOS 

 

 

 6.1. Diversidad genética en poblaciones de Anastrepha ludens 

 

En las poblaciones de A. ludens estudiadas de cinco zonas biogeográficas de México se 

encontraron genotipos multilocus con un total de 42 alelos con los microsatélites y siete 

haplotipos con el gen COImt (803pb), 35 para las poblaciones silvestres y nueve para la 

de laboratorio (Anexo 1 cuadro 1.9). Las poblaciones que presentaron mayor proporción 

de alelos fueron Soconusco (29) y Altiplanicie (27). 

 

6.1.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg con microsatélites. La prueba global de equilibrio 

de Hardy-Weinberg (H-W) en las poblaciones silvestres de A. ludens mostró exceso de 

homocigotos en los nueve loci aunque en seis de ellos la desviación del equilibrio de H-

W fue significativa (Anob-01, Anob-02, Anon-03, Anon-06, Anon-15, Anon-11; cuadro 

1). Los individuos de laboratorio mostraron el mismo patrón (Cuadro 1). Desde la 

perspectiva de población, la Costa Pacifico mostró exceso de homocigotos aunque la 

mayoría de los loci no presentan desequilibrio significativo (Anexo 1 cuadro 1.5). Por 

su parte en la población Costa Golfo se encontró deficiencia de heterocigotos en la 

mayoría de los loci que los desviaron del equilibrio; sin embargo hubo dos loci 

monomórficos (Anexo 1 cuadro 1.6). La combinación de loci y las poblaciones que no 

estuvieron en equilibrio de H-W no se concentraron en un solo locus o en una sola 

población (Anexo 1 cuadros 1.3-1.8). 

 

 El exceso de homocigotos fue reafirmado al encontrar valores positivos y 

significativos del FIS (desde 0.150 hasta 0.598). Además, la FIS promedio de los loci 

sobre todas las poblaciones fue de 0.261. Las poblaciones Planicie Costera del Noreste 

y Altiplanicie presentaron deficiencias significativas de heterocigotos (FIS = 0.150, 

p<0.05; FIS = 0.598, p<0.05, respectivamente; cuadro 2). 
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Cuadro 1. Prueba de Equilibrio de Hardy-Weinberg, Heterocigosis observada y 

esperada en poblaciones silvestres y cepa de laboratorio de A. ludens de México, a partir 

de nueve loci de microsatélites. 

Silvestre Silvestre y laboratorio 

Locus Ho He  Ho He  

Anob-01 0.330       0.611    <0.0001 0.375 0.599 <0.0001 

Anob-02 0.200       0.266     <0.0001 0.233 0.288 <0.0001 

Anob-03 0.380       0.497     <0.0252 0.317 0.491 <0.0002 

Anob-13 0.060       0.0581     1.0000 0.058 0.057 1.0000 

Anob-06 0.290       0.532     <0.0001 0.292 0.526 <0.0001 

Anob-15 0.290       0.583     <0.0001 0.258 0.601 <0.0001 

Anob-08 0.050       0.049     1.0000 0.042 0.041 1.0000 

Anob-11 0.470       0.796     <0.0001 0.467 0.775 <0.0001 

Anob-18 0.020       0.019     1.0000 0.017 0.017 1.0000 

 

6.1.2. Alelos privados y polimorfismo. En cada población genética se encontró cierta 

cantidad de alelos privados (11 alelos en total). Las poblaciones Soconusco (3) y Costa 

Golfo (3) fueron las que presentaron la mayor proporción de alelos privados (Anexo 1 

cuadro 1.9). Estos mostraron polimorfismo entre 66.7 a 100%; mientras que el 

polimorfismo promedio fue 83.33% (Cuadro 2). El mayor porcentaje de polimorfismo 

se presentó en la población del Soconusco (100%), seguido de la Altiplanicie (88.89%) 

y Costa Pacífico (88.89%). La población con menor polimorfismo fue la Planicie 

Costera del Noreste (66.67%). Los individuos de laboratorio presentaron 77.8% de 

polimorfismo. 

 

6.1.3. Número efectivo de alelos y riqueza alélica. El número efectivo de alelos (Ae) en 

la población silvestre varió de 1.79 a 2.05, mientras el valor promedio fue 1.89. El 

mayor número se presentó en la población Altiplanicie y menor para la Costa Golfo. La 

cepa de laboratorio mostró un valor de 1.67. La riqueza alélica total por población fue 

2.79 y por locus 3.23 (Cuadro 2 y Anexo 1 cuadro 1.9). La población Soconusco tuvo la 

mayor riqueza alélica (A = 3.22), mientras que la menor fue en la población de la 

Planicie Costera del Noreste (2.56). Los individuos de laboratorio presentaron 2.11, 

siendo menor en comparación a las poblaciones silvestres. 

 

6.1.4. Índice de Shannon, heterocigosidad y diversidad genética de Nei. El índice de 

diversidad de Shannon (I) tuvo una media de 0.620, siendo mayor para la población 

Planicie Costera del Noreste con 0.610 y menor para la Costa Golfo con 0.82; mientras 

que la cepa de laboratorio presentó un índice de 0.511. La heterocigosidad observada 
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(Ho) en la población total mostró un promedio de 0.229 (Cuadro 3). La Planicie Costera 

del Noreste presentó el mayor valor con 0.311, mientras que el menor valor se obtuvo 

en la población Altiplanicie con 0.144. Los individuos de laboratorio presentaron una 

Ho de 0.211. La diversidad genética de Nei (He) en la población total tuvo una media de 

0.365. La población más diversa fue la Costa Golfo con 0.391, mientras que la que 

presentó menor diversidad fue la población Altiplanicie con 0.354. La población 

laboratorio mostró una He de 0.337. La población con mayor diversidad genética fue la 

Costa Golfo y Soconusco, y la menos diversa fue la Altiplanicie y la cepa de laboratorio 

(Cuadro 2). 

 

Cuadro 2. Diversidad genética en poblaciones de A. ludens de México, a partir de nueve 

loci de microsatélites con N = 20. 

Poblaciones Ae
b
 A

c
 I

d
 Ho

e
 He

f
 FIS

g
 %P

 h
 

Altiplanicie 1.791 3 0.620 0.144 0.354 0.598* 88.89 

EE 0.256 0.471 0.156 0.041 0.088 0.125  

Plan. Cos. Nor 1.929 2.556 0.610 0.311 0.365 0.150* 66.67 

EE 0.353 0.556 0.183 0.097 0.097 0.089  

Costa Pacífico 1.987 2.889 0.637 0.256 0.363 0.300* 88.89 

EE 0.423 0.696 0.191 0.063 0.095 0.109  

Costa Golfo 2.050 3.0 0.682 0.200 0.391 0.494* 77.78 

EE 0.393 0.577 0.186 0.067 0.098 0.119  

Soconusco 1.906 3.222 0.657 0.250 0.381 0.350* 100.00 

EE 0.298 0.683 0.170 0.057 0.089 0.080  

laboratorio 1.670 2.111 0.511 0.211 0.337 0.380* 77.78 

EE 0.194 0.309 0.131 0.077 0.082 0.157  

Total 1.889 2.796 0.620 0.229 0.365 0.261 83.33 

EE 0.129 0.225 0.067 0.027 0.036 0.047 4.76 
a
Número de individuos; 

b
Número efectivo de alelos; 

c
Riqueza Alélica; 

d
Índice Informativo de 

Shannon; 
e
Heterocigosidad observada; 

f
Heterocigosidad  esperada; 

g
Índice de consanguinidad; 

h
Porcentaje de Polimorfismo; EE: error estándar. * p<0.05. 

 

6.1.5. Haplotipos, sitios segregantes, singletones y mutaciones. Se identificaron un total 

de siete haplotipos, con 14 sitios segregantes (S), seis singletones, y 14 mutaciones 

(Cuadro 3). En el alineamiento múltiple del gen COImt no se encontraron indels. La 

población Costa Golfo fue monomórfica (i.e., con una diversidad haplotípica de cero), 

mientras que el resto fueron polimórficas. Las poblaciones con mayor número de 

haplotipos fueron Soconusco y laboratorio (Tres en total y uno compartido). La 

frecuencia y distribución de los siete haplotipos se muestra en el Cuadro 5. Se puede 

observar que los H1 y H6 se comparten entre poblaciones y que el H1 fue el más 

abundante. 
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6.1.6. Diversidad haplotípica y nucleotídica, y estimador de Waterson. El índice de 

diversidad haplotípica (hd) fue 0.1594. La diversidad nucleotídica y el estimador de 

Waterson fueron π = 0.0008 y ӨW = 0.0033, respectivamente (Cuadro 3). La mayor hd 

se presentó en la población Soconusco (0.426) y las poblaciones de menor diversidad 

fueron Altiplanicie, Planicie Costera del Noreste y Costa Pacífico con hd de 0.100. La 

diversidad nucleotídica (π) total fue 0.0008, con un orden de magnitud menor que el 

estimador de Waterson (θW) de 0.0033 (Cuadro 3). Sin embargo, ésta no refleja la 

diversidad de las poblaciones, ya que, existe una población monomórfica con valor π de 

cero. La Planicie Costera del Noreste presentó un valor π de 0.0001 y el Soconusco de 

0.0025, con un orden de magnitud mayor que el valor θW de 0.0008. Además, se 

presentaron 14 sitios variables, de los cuales los caracteres parsimoniosamente 

informativos fueron ocho. El promedio de la frecuencia de los nucleótidos, el número 

total de transiciones/transversiones y los sitios sinónimos se representan en el cuadro 4. 

 

Cuadro 3. Diversidad y diferenciación genética de poblaciones de A. ludens de México 

del gen COImt. ALT: Altiplanicie, PCN: Planicie Costera del Noreste, CP: Costa 

Pacífico, CG: Costa Golfo, SOC: Soconusco, LAB: laboratorio. 

 N
a
 S

b
 Mutaciones Sg

c
 h

d
 hd

e
 π

f
  θ-W

g
 

ALT 20 5 5 1 2 0.100 0.0006 0.0018 

PCN 20 1 1  2 0.100 0.0001 0.0004 

CP 20 7 7 4 2 0.100 0.0009 0.0025 

CG 20 0 0  1 0.0 0.0 0.0 

SOC 20 8 8  3 0.426 0.0025 0.0028 

LAB 20 4 4 1 3 0.1947 0.0005 0.0014 

Total 120 14 14 6 7 0.1594 0.0008 0.0033 
a
Número de secuencias; 

b
Sitios segregantes, 

c
Singletons; 

d
Número de haplotipos; 

e
diversidad 

haplotípica; 
f
Diversidad nucleotídica; 

g
Estimador teta de Waterson.  

 

Cuadro 4. Estadísticos de las secuencias del gen COImt de las poblaciones de A. ludens  

 

 

 

 

 

 

  

Anastrepha ludens: COImt Valor 

 

% de composición nucleotídica 

T 35.9 

C 17.3 

A 32.9 

G 13.9 

No. de sitios variables 14 

No. de sitios parsimoniosamente informativos 8 

Total de transiciones 13 

Total de transversiones 1 

Transiciones/Transversiones 13 

Sitio sinónimo 0.00317 

Sitio no sinónimo 0.00003 
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Cuadro 5. Los Polimorfismo nucleotídico en haplotipos del Gen COImt y el número de 

cada haplotipo observado dentro de las poblaciones de A. ludens. El símbolos de las 

poblaciones se señalan en el cuadro 3. El tamaño de la muestra fue 20 

 

 

6.2. Diferenciación de las poblaciones de A. ludens 

 

6.2.1. Diferenciación genética por FST y RST, y AMOVA con microsatélites. Los valores 

positivos de FIS son indicativos de deficiencia de heterocigotos para todos los loci. El 

rango de dicho parámetros fue de 0.150 a 0.598 (Cuadro 2). El intervalo de valores para 

FST fue de -0.001 a 0.109, lo que indica que en todos los loci las frecuencias alélicas son 

diferentes; sin embargo, el número negativo representa que la población es un 

subconjunto de otras. Los valores de RST pareados fueron de -0.0005 a 0.191; pero los 

valores negativos no fueron significativos (Cuadro 6). Por lo tanto, los valores de 

diferenciación de FST y RST estableciendo valores de estructuración genética baja 

(FST<0.05), moderada (0.1>FST>0.05, y RST<0.4) y alta (FST>0.10, y RST>0.4). De 

acuerdo a ésta clasificación, se observó un patrón de diferenciación de baja a moderada. 

La diferenciación baja se presentó en poblaciones Planicie Costera del Noreste y Costa 

Golfo (FST = -0.001; p>0.05), la Altiplanicie y el Soconusco (FST = 0.047; p<0.05), y 

también entre la población de la Planicie Costera del Noreste y Costa Pacífico (FST = 

0.048; p<0.05); mientras que, entre las poblaciones de la Costa Pacífico y Soconusco 

hubo diferenciación moderada (FST = 0.065; p<0.05) y para la población Soconusco y 

laboratorio fue alta (0.109; p<0.05). 

 

 La mayoría de las poblaciones no coincidieron con la diferenciación de RST, 

éstas presentaron diferenciación desde baja a moderada. La población con 

 Secuencia Población 

Haplotipo 1     2     2     3      3     3     4     4     4      4     4     5     6     7 

5    5      8     0      4     7     0     5     5      8     8     0     0     5 

0    5      9     3      2     8     5     0     6      0     6     2     6    3 

ALT 

 

PCN 

 

CP 

 

CG 

 

SOC 

 

LAB 

 

H1 A   A   C   G   G   C   C   A   C   G   C   C   G   A 19 19 19 20 15 18 

H2 G   T    .   A    .    .    .    .    T    .    T     .   .     . 1      

H3 .     .    .    .    .    .    .    .    T    .    .     .   .     .  1     

H4 .     .   T    A   A  T     .   .    T    A    .    .    A   .   1    

H5 .     .    .    A   A   .    .   G    T    .   T    T    .   G     2  

H6 .    T    .     A    .   .    .    .    T     .   .     .    .    .     3 1 

H7 .     .    .     .    .   .    T    .     .    .   .     .    .    .      1 



 
19 

 

diferenciación baja fue Costa Pacífico y laboratorio (RST = -0.0005; p>0.05), Planicie 

Costera del Noreste y Costa Golfo (RST = -0.007; p>0.05), y Costa Golfo con 

Altiplanicie (RST = 0.033; p>0.05). Las poblaciones que tienen diferenciación moderada 

fueron la Altiplanicie y Planicie Costera del Noreste (RST = 0.104; p<0.05), Altiplanicie 

y Soconusco (RST = 0.156; p<0.05), Planicie Costera del Noreste y Costa Pacífico (RST = 

0.145: p<0.05), Soconusco y laboratorio (RST = 0.154; p<0.05), y Costa Pacífico con 

Soconusco (RST = 0.191; p<0.05), aunque éstas dos últimas coincidieron con el análisis 

anterior de FST. 

 

 El análisis de varianza molecular (AMOVA) de las poblaciones silvestres 

basados en los valores de RST, indicó que la mayor proporción de variación genética 

total se encontró dentro de las poblaciones (71.63%). La variación genética entre 

individuos fue de 21.20%; sin embargo, sólo se encontró 7.18% de variación genética 

entre poblaciones y ésta fue significativa (Cuadro 7). El índice de diferenciación RST 

tuvo un valor de 0.072 (p<0.05), indicando diferenciación moderada entre las 

poblaciones silvestres. Los índice de fijación FIS y FIT fueron positivos y 

estadísticamente significativos. Lo que indica que existe un déficit de heterocigotos de 

los individuos con respecto al total y a las subpoblaciones (Cuadro 7). 

 

 Los valores calculados con el AMOVA a partir de FST mostraron el mismo 

patrón que los valores anteriores de RST. La variación genética en los individuos fue de 

60.91%; mientras que, la variación entre individuos dentro de las poblaciones fue 

37.25%, y entre poblaciones de 1.85% (Cuadro 8). El índice de diferenciación FST tuvo 

un valor de 0.019 (p<0.05), indicando diferenciación moderada entre las poblaciones 

silvestres (Cuadro 8). Los índices de fijación FIS y FIT fueron positivos, lo que indica un 

déficit de heterocigotos de los individuos con respecto al total y a las subpoblaciones 

(Cuadro 8). 

 

 El análisis de variación genética de las poblaciones silvestres y la cepa de 

laboratorio tuvo un índice de diferenciación RST con valor de 0.066 (p<0.05), indicando 

diferenciación moderada entre poblaciones. Los índices de fijación FIS (0.318) y FIT 

(0.363) fueron positivos, lo que muestra que existe un exceso de homocigotos dentro de 

los individuos con respecto al total (Anexo 1 cuadro 1.10); sin embargo, cuando los 

valores de las poblaciones silvestres y de laboratorio se sometieron al análisis de 
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AMOVA a partir de FST, el índice de diferenciación FST tuvo un valor de 0.030 

(p<0.05), un poco más alto que las poblaciones silvestres (FST = 0.019), representando 

una diferenciación moderada entre las poblaciones. Los índices de fijación FIS (0.380) y 

FIT (0.398) fueron positivos, indicando déficit de heterocigotos dentro de los individuos 

con respecto al total (Anexo 1 cuadro 1.11). Considerando que FST supone un modelo de 

alelos infinitos (IAM) y puede estimar eventos más antiguos que los inferidos con RST, 

que supone un modelo paso a paso (SMM), el AMOVA mostró que con el paso del 

tiempo la migración está borrando la huella de estructuración genética entre los grupos 

de A. ludens. 

 

Cuadro 6. Diferenciación genética A. ludens, a partir de nueve loci de microsatélites, 

mediante el método de varianza en los tamaños de los alelos (RST) bajo la diagonal y el 

método de número diferente de alelos (FST) sobre la diagonal con 10,000 permutaciones. 

RST/FST ALT PCN CP CG SOC LAB 

ALT - 0.030 0.009 0.009 0.047* 0.046* 

PCN 0.104* - 0.048* -0.001 0.009 0.044* 

CP -0.013 0.145* - 0.028 0.065* 0.049* 

CG 0.033 -0.007 0.066* - 0.026 0.053* 

SOC 0.156 * -0.005 0.191* 0.038 - 0.109* 

LAB -0.008 0.102* -0.0005 0.035 0.154* - 

*p<0.05. ALT: Altiplanicie, PCN: Planicie Costera del Noreste, CP: Costa Pacífico, CG: Costa 

Golfo, SOC: Soconusco, LAB: laboratorio. 

 

 

 

Cuadro 7. AMOVA e índice de diferenciación de las poblaciones silvestres de A. ludens 

de México, a partir de nueve loci de microsatélites, mediante el método de distancia RST. 

Fuente de 

Variación 

g. l.
a
 S.C.

b
 V.E.

c
 % de 

variación 

Índice de 

diferenciación 

P 

Entre 

poblaciones 

4 1527.81 6.84Va 7.18 RST
d
 = 0.072 0.004 

Entre 

individuos 

95 10312.1 20.18Vb 21.20 FIS
e
 = 0.228 0.001 

Dentro de los 

individuos 

100 6819.0 68.19Vc 71.63 FIT
f
 = 0.284 0.002 

Total 199 18658.9 95.204 100% - - 
a
Grados de libertad; 

b
Suma de cuadrados; 

c
Componentes de variación estimada; 

d
Medida de 

diferenciación genética entre poblaciones; 
e
Medida de consanguinidad, 

f
Medida de variación 

dentro de los individuos, p<0.05. 
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Cuadro 8. AMOVA e índice de diferenciación de poblaciones silvestres de A. ludens en 

México, a partir de nueve loci de microsatélites, con el método de distancia FST. 

Fuente de 

Variación 

g.l.
a
 S.C.

b
 V.E.

c
 % de 

variación 

Índice de 

diferenciación 

P 

Entre 

poblaciones 

4 14.38 0.032Va 1.85 FST
d 

= 0.019 0.006 

Entre 

individuos 

95 220.67 0.639Vb 37.24  FIS
e 
= 0.379 0.000 

Dentro de los 

individuos 

100 104.5 1.045Vc 60.91 FIT
f 
= 0.391 0.000 

Total 199 339.55 1.716 100% - - 
a
Grados de libertad; 

b
Suma de cuadrados; 

c
Componentes de variación estimada; 

d
Medida de 

diferenciación genética entre poblaciones; 
e
Medida de consanguinidad, 

g
Medida de variación 

dentro de los individuos; p<0.05. 

 

6.2.2. Diferenciación genética por NST y FST, y SAMOVA estimado con el gen COImt. El 

análisis de diferenciación genética mostró que las poblaciones de A. ludens se 

encuentran diferenciadas entre ellas con valores que van desde baja a moderada. La 

estructura genética NST pareada varió desde -0.00007 a 0.128. Las poblaciones que se 

encuentran moderadamente diferenciadas son Soconusco y Costa Golfo (0.128), y 

Soconusco y Planicie Costera del Noreste (0.104), mientras que las poblaciones del 

Soconusco y Altiplanicie estuvieron menos diferenciadas (0.055). Sin embargo, al 

realizar las comparaciones pareadas de la población del laboratorio con todas las 

poblaciones, excepto Soconusco, se observó diferenciación negativa. Esto significa que 

esta población es un subconjunto de todas las demás. Dicho patrón de diferenciación se 

presentó con FST (Cuadro 9).  

 

 De acuerdo con el análisis de varianza molecular espacial (SAMOVA), 

encontramos que el valor de K que maximiza la ΦCT (análogo de FST) es 2 y forma un 

grupo conformado por Altiplanicie, Planicie Costera del Noreste, Costa Pacífico, Costa 

Golfo y otro donde esta sólo Soconusco (Cuadro 10).  

 

 El primer grupo conformado por cuatro poblaciones (Altiplanicie, Planicie 

Costera del Noreste, Costa Pacífico y Costa Golfo) y el grupo formado por la población 

del Soconusco se sometieron a AMOVA. Así, se obtuvo un valor de ΦST (0.167) el cual 

explica muy poco la varianza molecular entre grupos de 19.24% (Cuadro 11). También, 

se consideró a todas las poblaciones como un sólo grupo y se encontró un valor de ΦST 
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de 0.058, con una variación entre poblaciones de 5.83% y dentro de las poblaciones de 

94.17% (Cuadro 11). 

 

Cuadro 9. Diferenciación genética por NST bajo la diagonal y FST sobre la diagonal 

calculados a partir del gen COImt en poblaciones de A. ludens de México.  

 ALT PCN CP CG SOC LAB 

ALT - -0.017 -0.017 0.0 0.055 -0.035 

PCN -0.017 - -0.013 0.0 0.104* -0.020 

CP -0.017 -0.013 - -0.0 0.061 -0.019 

CG 0.0 0.0 0.0 - 0.128* 0.0 

SOC 0.055 0.104* 0.061 0.128* - 0.064 

LAB -0.035 -0.021 -0.019 -0.00007 0.064 - 

*p<0.05. ALT: Altiplanicie, PCN: Planicie Costera del Noreste, CP: Costa Pacífico, CG: Costa 

Golfo, SOC: Soconusco, LAB: laboratorio. 

 

Cuadro 10. Valores de K (número de grupos) y ΦST (Medida de diferenciación genética 

entre poblaciones) obtenidos del gen COImt con análisis de varianza molecular espacial 

(SAMOVA). Simbología de los sitios están en el cuadro 9. 

K ΦST Grupos  

2 0.167 ALT/PCN/CG/CP, y SOC 

3 0.095 ALT, PCN/CG, CP, y SOC  

4 0.069 ALT, PCN/CG, CP, y SOC 

 

 

Cuadro 11. AMOVA e Índice de diferenciación de todas las poblaciones silvestres de A. 

ludens y usando los grupos que generó SAMOVA (K = 2). 

 Fuente de 

Variación 

g.l.
a
 S.C.

b
 V.E

c
 % 

variación 

Índice de 

diferenciación 

p 

Entre grupos 1 2.572 0.076Va 19.24 ΦSC
d 

= -0.314 0.771 

Entre poblaciones 

dentro de grupos 

3 0.388 -0.010Vb -2.54 ΦST
e 
= 0.167 0.015 

Dentro de 

poblaciones 

95 31.400 0.331Vc 83.30 ΦCT
f 
= 0.192 0.195 

Total 99 34.360 0.397 100% - - 

Entre poblaciones 

(total) 

4 2.960 0.021Va 5.83 ΦST
e 
= 0.058 0.016 

Dentro de 

poblaciones  

95 31.400 0.331Vb 94.17   

Total 99 34.360 0.351 100 - - 
a
Grados de libertad; 

b
Suma de cuadrados; 

c
Componentes de variación estimada; 

d
Medida de 

diferenciación entre grupos, 
e
Medida de diferenciación genética entre poblaciones; 

f
Medida de 

variación dentro de los individuos. 
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 6.3. Dendograma de relaciones genéticas 

 

La relación genética de Nei con Neighbor-Joining (NJ) realizado con microsatélites 

reveló que se forman dos grupos, con un soporte del 100% de bootstrap. El primero se 

formó por las poblaciones Costa Golfo, Planicie Costera del Noreste y Soconusco. El 

segundo grupo está conformado por las poblaciones Altiplanicie y Costa Pacífico. El 

primer grupo estuvo muy distante del segundo (Figura 2). En este caso, el análisis 

demuestra que la mayor variación genética está dentro de las poblaciones y no entre las 

poblaciones; tal como lo revelan los resultados antes mencionados del AMOVA para 

microsatélites. 

 

 El dendograma elaborado con el gen COImt a partir del número de diferencias 

nucleotídicas. En este caso, el dendograma muestra que las poblaciones genéticamente 

más cercanas son Altiplanicie (bootstrap = 75%) con las demás (Costa Pacífico, Costa 

Golfo y Planicie Costera del Noreste), salvo la población del Soconusco que se situó 

como la más distante genéticamente (bootstrap = 100%; figura 3). Éste resultado 

concordó con lo obtenido por SAMOVA que proyectó una K de dos (Cuadro 10). 

 

 

Figura 2. Dendograma de distancia genética de Nei con microsatélites elaborado con el 

algoritmo de Neighbor-Joining (N-J), usando el programa population 1.2.32 (Langella, 

2002). 
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Figura 3. Dendograma de distancia genética con NST con el gen COImt, elaborados con 

Neighborg-Joining (NJ), usando el programa MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011). 

 

 6.4. Modelo de aislamiento por distancia 

 

Al encontrarse diferenciación moderada en las poblaciones, se buscó posible 

aislamiento por distancia con microsatélites, y el resultado de la prueba de Mantel entre 

la distancia genética de Nei y la distancia geográfica no mostró significancia (r = 0.275; 

p = 0.097; Anexo 2 figura 2.1). Del mismo modo, cuando se utilizó la distancia genética 

con valores de RST no se encontró significancia (r = 0.175; p = 0.108; Anexo 2 figura 

2.2). La prueba de Mantel con el gen COImt de las distancias genéticas y la distancia 

geográfica no fue estadísticamente significativa (r = 0.341; p = 0.108; Anexo 2 figura 

2.3). 

 

 6.5. Estructura genética  

 

El estudio de estructura genética con microsatélites determinó la existencia de tres 

poblaciones genéticas K = 3 (Anexo 2 figura 2.4); sin embargo, éstas no concuerdan con 

las poblaciones geográficas declaradas para el estudio, ya que al inicio se propusieron 

seis poblaciones. La barra vertical representa un individuo con su respectiva proporción 

de alelos de cada población genética. 
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 La estructura genética de COImt mostró la existencia de dos poblaciones 

genéticas K = 2 (Anexo 2 figura 2.5). Donde cada barra vertical mostrada representa un 

individuo con su respectiva proporción de alelos de cada población genética. Las 

poblaciones encontradas no concuerdan con lo hallado con los datos de microsatélites. 

 

 

Figura 4. Estructura genética de cinco poblaciones silvestres y una cepa criada en 

laboratorio de A. ludens de México. Modelo de ancestría: Admixture Model. Las 

gráficas de pie indican los colores rojo, verde, azul correspondientes a los 

agrupamientos K = 3 del bar-plot, 150,000 burn-in, 250 000 MCMC, y 25 iteraciones 

de cada K (K 1-10). 

 

 6.6. Barreras genéticas basado en microsatélites  

 

Los hallazgos anteriores nos llevaron a la búsqueda de posibles barreras genéticas. Ésta 

búsqueda dio como resultado que las poblaciones Costa Pacífico, Altiplanicie y 

Soconusco se encuentran aisladas del resto. Las principales barreras genéticas fueron 

tres que están delimitadas por la línea naranja, señaladas con la letra "a", "b" y "c" 

(Figura 5). 
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Figura 5. Mapa de cinco poblaciones de A. ludens de México, que muestran las tres 

principales barreras genéticas (a, b y c en líneas naranjas), encontradas con el algoritmo 

de Monmonier (Barrier© 2.2), basados en las distancias genéticas linearizadas de 

Slatkin obtenidas con el programa Arlequín 3.5.1.3. 

 

 6.7. Flujo genético 

 

6.7.1. Flujo genético basado en microsatélites. El modelo de migración con mayor 

probabilidad en los microsatélites de acuerdo al criterio de AIC (Criterio de información 

de Akaike), empleando los estimados de Bezier fue el tercero con una K = 13 y 

probabilidad del modelo ΔAIC = 0 mostrado en el cuadro 12. Este modelo incluyó los 

parámetro del dendograma de Neighbor-Joining de la figura 2, donde se presentan dos 

grupos; Costa Golfo, Planicie Costera del Noreste y Soconusco y el segundo grupo 

formado por Altiplanicie y Costa Pacífico. La migración se presentó en ambos sentidos, 

pero sólo entre grupos vecinos, con un flujo mayor de sur a norte. Este flujo se observó 

entre las poblaciones de la Costa Golfo, Planicie Costera del Noreste y Soconusco con 

migración a larga distancia entre las últimas dos poblaciones. La tasa de inmigración 
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mayor escalada a la tasa de mutación (M) fue de la población Soconusco hacia la Costa 

Golfo (M = 14 individuos/generación), lo mismo para la población Planicie Costera del 

Noreste hacia la Costa Golfo (M = 14 individuos/generación). También se presentó 

migración entre las poblaciones de Altiplanicie y Costa Pacífico (M = 10 

individuos/generación), pero no existe migración de las tres primeras poblaciones hacia 

las dos últimas, o viceversa, los estimados de Nm indican que, es poco factible dicho 

flujo (Cuadro 13). Esto ocurre posiblemente por la barrera geográfica generada por la 

Sierra Madre Occidental y Oriental (Cuadro 13, Figura 6). Sin embargo, en las 

poblaciones de A. ludens donde M>1 es posible que la migración (y no la mutación) sea 

el principal factor que contribuya a la variación genética en estas poblaciones. 

 

Cuadro 12. Modelos de migración entre las poblaciones de A. ludens en México y su 

probabilidad de AIC, usando microsatélites. AIC: Criterio de información de Akaike 

Modelo de migración Bezier LH Media 

armónica HL 

K AIC (AICmin-AICi) Probabilidad 

del modelo 

(Bezier) 

Desde y hacia todos los grupos 

(todos los parámetros) 

-340882.47 29.52 25 681814.94 445602.22 0 

Parámetros de barreras del 

programa Barrier 

-149018.66 -502.75 11 298059.32 61846.6 0 

Parámetros del dendograma 

Neighbor-joining 

-118093.36 -727.56 13 236212.72 0 1 

 

Cuadro 13. Número efectivo de inmigrantes por generación (Nm) para los datos de 

microsatélites. Los valores se calcularon para el modelo de migración más probable. En 

negrita cursiva, las poblaciones con Nm significativo (Nm>1). En gris, las poblaciones 

con Nm no significativo en los modelos de mutación probados (valores no mostrados). 

En diagonal se encuentran los valores del Ne escalados a la tasa de mutación (θ). La tasa 

de inmigración está escalada a la tasa de mutación (M). 

  DESTINO 

  1 2 3 4 5 

 

O 

R 

I 

G 

E 

N 

1. Altiplanicie θ=0.90238 0 M=10.74 0 0 

2. Planicie 

Costera del 

Noreste 

0 θ=0.98350 0 M=14.07 M=6.84 

3. Costa Pacifica M=9.76 0 θ=0.95519 0 0 

4. Costa Golfo 0 M=5.87 0 θ=1.07390 M=7.24 

5. Soconusco 0 M=9.93 0 M=13.88 θ=1.07398 
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Figura 6. Conexión genética entre poblaciones de A. ludens de México. Las flechas de 

color representan el flujo génico y el número efectivo de migrantes en una generación 

estimado con los datos de microsatélites.  

 

 

6.7.2. Flujo genético basado en el gen COImt. El número de migrantes (Nm) entre las 

poblaciones de A. ludens es considerable, pero se encuentran moderadamente 

diferenciadas. Los valores de diferenciación encontrados se tradujeron en valores de 

número de migrantes (Nm) muy dispares siendo infinito para valores de NST o FST igual 

a 0 y nulo para valores cercanos 1. El valor de estructuración genética para NST fue 

0.04750, con niveles de flujo genético (Nm) de 10.03. En el caso de FST fue 0.04749, 

con niveles de flujo genético (Nm) de 10.03.  

 

 6.8. Filogenia molecular obtenida con el gen COImt 

 

El modelo evolutivo que mejor se ajustó a la variación de la región COImt en A. ludens 

fue el modelo GTR+IG, con las siguientes frecuencias, A = 3065, C=0.1605, G = 0.1607 

y T = 0.3724; con λ = 0.3980. Este modelo se utilizó para la reconstrucción filogenética 

con el algoritmo Neighbor-Joining, máxima verosimilitud (ML) y de interferencia 
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Bayesiana. Todos los árboles mostraron un patrón similar (Anexo 2 figuras 2.6). En los 

filogramas los haplotipos se agrupan como un sólo grupo (Figura 7). Además, se puede 

observar que el grupo A. ludens parece ser monofilético del grupo hermano con un 

soporte de probabilidad posterior de 0.78 y que la especie más cercanamente 

relacionada fue A. fraterculus. 

Figura 7. Árbol de interferencia Bayesiana construido a partir de siete haplotipos 

obtenidos del gen COImt, de cinco poblaciones silvestres y una cepa de laboratorio de 

A. ludens de México. Cada nodo muestra el valor obtenido de probabilidad posterior 

(Bootstrap). 

 

 6.9. Análisis filogeográfico obtenido con el gen COImt 

 

Dos redes de haplotipos fueron construidas a partir del criterio de máxima verosimilitud 

(Figura 8A) y parsimonia (Figura 8B). El grupo externo (A. fraterculus) mostró mayor 

parentesco con la población de la Costa Pacífico. En las redes muestra una clara 

agrupación de haplotipos de las poblaciones de A. ludens. En ella se observa la 

presencia de un primer grupo (H1), conformados por secuencias de distintas 

poblaciones; y un segundo grupo (H6) que se forma de secuencias de dos poblaciones. 

En todas las poblaciones se encontraron haplotipos conectados en su mayoría por pasos 

mutacionales sencillos, aunque existen algunos que se encuentran conectados por cinco 

o seis pasos. Las redes haplotípicas obtenidas para las poblaciones mostraron topologías 

similares. La base general presenta un haplotipo común, del cual radia una serie de 

haplotipos intermedios y únicos (Figura 8A). El mayor número de pasos mutacionales 
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se presentó entre el grupo H1 y la población del Soconusco (H5) con n = 10 pasos; 

comparado con la separación de la población Costa Pacífico (H4) de n = 9 pasos 

mutacionales, y respecto a la separación de la población Altiplanicie (H2) con n = 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Redes de haplotipos construidas a partir del gen COImt para A. ludens. De 

acuerdo criterios de máxima verosimilitud (A) y parsimonia (B). El tamaño del círculo 

es proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. Los colores indican las regiones 

donde se localizan los haplotipos. El haplotipo A-f (gris) pertenece a A. fraterculus 

(grupo externo). Los círculos rojos muestran haplotipos no muestreados o ancestrales. 

 

 6.10. Demografía histórica a partir del gen COImt 

 

6.10.1. Prueba de neutralidad. La prueba de neutralidad D de Tajima presentó valores 

negativos (p<0.05) para todas las poblaciones y cada una de ellas (Cuadro 14). Los 

valores negativos se presentan cuando han experimentado una expansión rápida en su 

rango de distribución (Tajima, 1989). Los valores de FS de Fu concuerdan con los 

valores negativos de D de Tajima, para las mismas poblaciones (p<0.02), indicando 

también que las poblaciones se han expandido (Excoffier et al., 2005), mientras que las 

poblaciones de la Planicie Costera del Noreste, Costa Golfo y Soconusco presentaron 

valores negativos no significativos (p>0.02) (Cuadro 14), sugiriendo que estas 

poblaciones se encuentran en equilibrio demográfico. La prueba FS de Fu produjo un 
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valor positivo de 0.988 no significativo, aunque en la población Planicie Costera del 

Noreste se encontró un valor negativo, pero no fue significativo (FS = -1.648). 

 

 Los valores de expansión poblacional espacial obtenido para el total de las 

poblaciones fueron: tiempo de expansión, τ =  4.351; valores de diversidad por sitio 

antes y después de la expansión, θ = 0.032; y el número de migrantes entre poblaciones, 

M = 0.159. Los valores de expansión poblacional espacial obtenido para cada una de las 

poblaciones que fueron significativas en la prueba D de Tajima y F de Fu son 

Altiplanicie: τ = 5.626, θ = 0.001 y M = 0.123; Costa Pacífica: τ = 7.712, θ = 0.001 y M 

= 0.133; y laboratorio: τ = 3.001, θ = 0.103 y M = 0.156 (Cuadro 14).  

 

Cuadro 14. Prueba de neutralidad basado en el gen COImt entre poblaciones de A. 

ludens. Parámetros de expansión poblacional: tiempo de expansión (τ), valores de 

diversidad por sitios antes y después de expansión (θ) y número de migrantes entre 

poblaciones (M). ALT: Altiplanicie, PCN: Planicie Costera del Noreste, CP: Costa 

Pacífico, CG: Costa Golfo, SOC: Soconusco, LAB: laboratorio. 

Prueba Total ALT PCN CP CG SOC LAB 

D Tajima
a
 -2.012* -1.974* -1.164 -2.121* 0.0 -0.373 -1.868* 

F de Fu
b
 -2.373** -2.974** -1.648 -3.247** 0.0 0.988 -2.784** 

D de Fu
b
 -1.975 -2.812** -1.540 -3.081** 0.0 1.342 -2.627** 

Θ 0.032 0.001 0.093 0.001 0.0 0.001 0.103 

M 0.159 0.123 0.425 0.122 0.0 0.758 0.156 

τ  4.351 5.626 0.133 7.712 0.0 4.350 3.001 
a
Tajima, 

b
Fu y Li. *p< 0.05, **p<0.02. 

 

6.10.2. Distribución “mismatch”. La distribución de “mismatch” para la población 

Planicie Costera del Noreste parece acercarse a una distribución unimodal, que 

corresponde a una diferencia pareada con cresta en cero, características de las 

poblaciones que han sufrido una expansión rápida y reciente. Las poblaciones 

Altiplanicie, Costa Pacífico y laboratorio tienen una distribución de “mismatches” 

bimodal. La población Soconusco y laboratorio tienen una cresta en tres, indicando que 

ambos sufrieron el mismo evento de expansión poblacional. De igual manera, se 

observa una cresta en siete entre las poblaciones del Soconusco y Costa Pacífica. Por 

otra parte, sólo la población Altiplanicie tiene una cresta en cinco, característico de las 

poblaciones que muestran tamaño poblacional constante. La población Soconusco tiene 

distribución “mismatch” multimodal con crestas en cero, cuatro y siete diferencias 
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pareadas; indicando eventos de expansión en estos puntos, y siendo esta última la única 

población estadísticamente significativa.  

 

 En conjunto las poblaciones de A. ludens mostraron una distribución multimodal 

con crestas en cero, tres, cinco y siete diferencias pareadas, con puntos de expansión. 

También se encontraron varios valles profundos en dos, cuatro y seis diferencias 

pareadas (Figura 9); sin embargo, la suma de los cuadrados no resultaron significativas 

en ninguna de las pruebas, por lo que la distribución “mismatch” encontrada no se 

ajustó al modelo de expansión poblacional sugerido por los análisis anteriores (D de 

Tajima, F de Fu y D de Fu). Por lo tanto, las poblaciones de A. ludens posiblemente se 

encuentran en equilibrio demográfico. 

 

Figura 9. Distribuciones “mismatch” para las poblaciones de A. ludens obtenidas con el 

programa Arlequín 3.5.1.3. Exp-línea sólida: Distribuciones esperadas bajo un 

crecimiento demográfico exponencial; Obs-línea punteada: Distribuciones observadas. 
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6.10.3. Tamaño de la población. Se encontró que el tamaño efectivo poblacional de A. 

ludens silvestre se ha mantenido constante a lo largo del tiempo hasta hace 100 años 

(Figura 10 A-B). Esto respalda los análisis de las distribuciones “mismatch” y la prueba 

de neutralidad de Tajima para la mayoría de las poblaciones que muestran señal de 

equilibrio demográfico. Sin embargo, en los últimos 100 años ha disminuido (Figura 

10A). La media estimada del TMRCA para todas las poblaciones silvestres de A. ludens 

es de casi 900 años. Bajo estos criterios se estimó un tamaño efectivo poblacional (Ne) 

actual de aproximadamente 2367±452 individuos, con 95% de nivel de confianza (HPD 

límite inferior = 6.6; HPD límite superior = 15748).  

 

 En contraste, cuando se analizó considerando a la población del laboratorio los 

resultados revelaron que efectivamente la población ha permanecido constante durante 

900 años, pero que en los últimos 100 años ha tenido una expansión poblacional. Bajo 

este criterio se estimó un Ne actual de más de 6567±0.442 individuos, con 95% de nivel 

de confianza (HPD límite inferior = 30; HPD límite superior = 37131) (Figura 10B). 

Este resultado concuerda con la reproducción masiva de esta población en el 

laboratorio, donde se crían 175 millones de pupas por semana destinadas a liberación y 

3 millones de pupas para reproducción. Los tiempos desde la expansión reciente 

calculados con la prueba “mismatch” (aunque no es significativo), coinciden con los 

eventos de expansión calculados con BSP para la población de laboratorio (Cuadro 17). 

En las poblaciones silvestres, la distribución “mismatch” encontrada parece no ajustarse 

al modelo de expansión poblacional, y sugiriere que A. ludens se encuentra en equilibrio 

demográfico, coincidiendo con el análisis BPS; incluso, la población ha disminuido.  
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Figura 10. Bayesian Skyline Plot (BSP) generalizado basado en un modelo de población 

con crecimiento exponencial y un reloj relajado sin correlacionar. La línea negra 

muestra el cambio del tamaño poblacional en función del tiempo transcurrido. Las 

líneas azules corresponden a los intervalos de confianza. La letra A son las poblaciones 

silvestres y la letra B población de laboratorio.  
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VII. DISCUSIÓN 

 

 

En este estudio las poblaciones de A. ludens muestran una moderada variación genética 

en microsatélites nucleares y una moderada diversidad haplotípica pero baja diversidad 

nucleotídica en el gen COImt. Por otro lado, encontramos consanguinidad significativa 

y una distribución de la variación genética asociada a las zonas biogeográficas de 

México con cierto grado de migración. Aún así no encontramos evidencia de una 

expansión poblacional reciente en poblaciones silvestres.  

 

 7.1 Variación genética 

 

El número de alelos de microsatélites fue de 35 en las poblaciones silvestres. La 

población con un número mayor fue Soconusco (29). Hay 11 alelos privados en 

diferentes poblaciones, siendo las poblaciones con un mayor número, Soconusco y 

Costa Golfo con tres (Anexo 1 cuadro 1.9). El polimorfismo promedio hallado entre las 

poblaciones silvestres y de laboratorio de A. ludens, empleando loci de microsatélites 

fue alto (83 y 78%, respectivamente; cuadro 2). Estudios previos realizados por 

Augustinos et al. (2008), usando microsatélites diseñados para caracterizar a Bactrocera 

oleae, revelaron un bajo polimorfismo (24.1%) en A. ludens, resultado parecido (18%) 

fue reportado por Malavasi et al. (1983) empleando loci isoenzimáticos, pero solo con 

una población de moscas silvestres. Sin embargo, Pecina et al. (2009) usando 

marcadores nucleares (AFLPs) reportan polimorfismo moderado (67%), mientras que 

De Teodoro-Pardo (2011), usando de nuevo marcadores isoenzimáticos, encuentra alto 

polimorfismo en individuos silvestres y de laboratorio (83.3 y 75%, respectivamente). 

Estos resultados son muy similares a los encontrados en el presente estudio. En otras 

especies también se ha presentado alto polimorfismo empleando microsatélites, tal 

como reportan Boykin et al. (2010) y Fritz et al. (2004) en poblaciones de A. suspensa 

(88.9 y 100%, respectivamente); así como Sajedul-Islam et al. (2011) en A. obliqua 

(100%). El elevado polimorfismo de las poblaciones de A. ludens representa diferentes 

alelos observados dentro de los loci de microsatélites, lo que de acuerdo a De Teodoro-

Pardo (2011) refleja una alta variación genética, que permite un alto grado de 

adaptabilidad y dispersión a las diferentes condiciones climáticas.  
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 El número efectivo de alelos (Ae) en poblaciones silvestres de A. ludens varió 

entre 1.79 (Altiplanicie) y 2.05 (Costa Golfo), siendo menor para la cepa de laboratorio 

(Ae = 1.67; Cuadro 2). Estos valores Ae están dentro del mismo rango que el reportado 

por De Teodoro-Pardo (2011) con loci isoenzimáticos en poblaciones silvestres y de 

laboratorio de A. ludens (Ae = 0 a 3 y Ae = 1 a 3, respectivamente). El mismo autor 

obtuvo valores semejantes en las especies A obliqua (Ae = 1 a 2 y Ae = 1 a 3, 

respectivamente), A. serpentina (Ae = 0 a 2 y Ae = 1 a 2, respectivamente), y A. striata 

(Ae = 0 a 3 ambos). Sin embargo, Boikyn et al. (2010) valiéndose de microsatélites 

encontraron en poblaciones silvestres de A. suspensa valores muy elevados (Ae = 2 a 

19). No obstante, en especies del género Bactrocera, los valores Ae usando 

microsatélites también se han presentado bajos para poblaciones silvestres y de 

laboratorio, como tal lo reportan Augustinos et al. (2008) en Grecia y Dogac et al. 

(2013) en Turquía para B. oleae (Ae = 1.06 a 5.76 y Ae = 1 a 3.25, y Ae = 3.91 a 4.49, 

respectivamente), así como Aketarawong et al. (2007) en Asia y Hawaii, y Shi et al. 

(2012) en Asia para B. dorsalis (Ae = 2.22 a 5.40 y Ae = 3.46 a 8.71, respectivamente). 

 

 La riqueza alélica en poblaciones silvestres de A. ludens entre 2.56 y 3.22 fue 

menor en la Planicie Costera del Noreste y mayor en el Soconusco, mientras que en la 

población de laboratorio fue menor (A = 2.11; cuadro 2). En estudios con loci 

isoenzimáticos para poblaciones silvestres de A. ludens, Malavasi et al. (1983) 

reportaron una riqueza alélica muy baja (A = 1.55) en comparación a lo obtenido en 

nuestro estudio (3.22). Sin embargo, contrastando estudios realizados en especies del 

género Bactrocera, los valores de riqueza alélica observados aquí fueron menores a los 

encontrado con microsatélites por Jacquard et al. (2013) para B. cucurbitae (A = 3.1 a 

8.2), Shi et al. (2012) para B. dorsalis (A = 3.46 a 8.71) y Dogac et al. (2013) para B. 

oleae (A = 7.05 a 8.88).  

 

 Estos bajos valores de riqueza alélica en A. ludens revelan que está ocurriendo 

una disminución de la diversidad genética, posiblemente, por deriva génica (Franks et 

al., 2011; Jacquard et al., 2013). Además, la perdida de la riqueza alélica está 

influenciada por la respuesta adaptativa a cambios ambientales y demográficos e incluso 

puede sesgarse por el tamaño de la muestra o la variación temporal (Frankham et al., 

2010). En las moscas de la fruta un argumento posible que apoya la hipótesis de la 

variación alélica temporal es que el tamaño efectivo de la población es muy variable 
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durante la temporada de fructificación (Malavasi et al., 1983), debido a que la población 

adulta es dependiente de la disponibilidad del hospedero (Malavasi y Morgante, 1982). 

Es importante notar que A. ludens es polífaga y multivoltina (Aluja, 1994; Thomas, 

2003); pueden persistir por largos periodos de tiempo, aun cuando la fruta hospedera no 

está disponible, sin ser sometidos a diapausa. La estrategia posible es la adaptación a 

hospederos con largos periodos de fructificación, este es el caso de las moscas de la 

fruta multivoltinas, las cuales utilizan hospederos alternos (Alujan y Mangan, 2008). 

Esta estrategia de sobrevivencia podría estar restringiendo la diferenciación genética. 

Por lo tanto, un probable escenario que explicaría los resultados observados es que 

cuando una población de A. ludens cambia de hospedero sufre un cuello de botella, que 

se refleja en el cambio de la frecuencia de alelos, seguido por un retorno al hospedero 

original, puede resultar en homogenización del grupo de genes (Pecina et al, 2009).  

 

 A nivel de la diversidad genética de Nei (He) en las poblaciones silvestres de 

A. ludens se encontró valores entre 0.354 y 0.391, siendo mayor en la Costa Golfo y 

menor en la Altiplanicie, mientras que la cepa de laboratorio presentó un valor menor 

(He = 0.337; cuadro 2). Estos datos son similares a los encontrados por De Teodoro-

Pardo (2011) para moscas silvestres (He = 0.32) y de laboratorio (He = 0.30), 

empleando isoenzimas. Sin embargo, la diversidad genética de las poblaciones en éste 

estudio, es mayor que la observada en la misma especie por Malavasi et al. (1982) 

usando isoenzimas (He = 0.046) y Pecina et al. (2009) mediante análisis con AFLPs 

(He = 0.26 a 0.29).  

 

 Cuando se han comparado cepas de laboratorio con poblaciones silvestres en 

otras especies del género se han encontrado resultados similares. Por ejemplo, A. 

fraterculus con He entre 0.0 (laboratorio) y 0.177 (Alberti et al., 2002); A. obliqua con 

una He de entre 0.28 y 0.18 (laboratorio); A. serpentina con He entre 0.08 y 0.007 

(laboratorio) y A. striata con valores ente 0.18 (laboratorio) y 0.37 (De Teodoro-Pardo, 

2011). También, Fritz et al. (2004) y Boikyn et al. (2010), empleando microsatélites 

entre las poblaciones silvestres y de laboratorio de A. suspensa encontraron valores de 

heterocigosis entre 0.35 a 0.90 y 0.05 a 0.83, respectivamente. 

 

 En este contexto, los resultados de este estudio muestran que las poblaciones 

de A. ludens tienen una moderada diversidad genética, la cual posiblemente se deba a la 
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amplia distribución geográfica y un moderado tamaño poblacional (Hernández-Ortiz y 

Aluja, 1993). Esto aparentemente se encuentra asociado con dos factores: disponibilidad 

de hospederos y factores climáticos, principalmente lluvias (Aluja, 1994; Celedonio et 

al., 1995). Adicionalmente la heterogeneidad ambiental parece jugar también un papel 

importante ya que por ejemplo, las características fisiográficas a lo largo del país 

muestran cambios profundos en el tipo de vegetación y condiciones ecológicas en sitios 

relativamente cercanos, en donde la humedad, la temperatura promedio y la altitud 

desempeñan un papel fundamental en el éxito de dispersión de muchas especies, tal 

como son el caso de A. ludens y A. obliqua (Hernández-Ortiz, 2007). Además, la 

migración constante de individuos favorece la introducción de alelos nuevos que 

incrementan la diversidad de las poblaciones (Hedrick, 2009).  

 

 Las poblaciones silvestres y la cepa de laboratorio de A. ludens en México 

mostraron valores de FIS significativos (Cuadro 1). Al respecto, De Teodoro-Pardo 

(2011) también reportó que las poblaciones silvestres de Michoacán, Nuevo León y 

Veracruz se desvían hacia un exceso de homocigotos en cuatro de cinco loci 

isoenzimáticos (FIS = 0.02 a 0.18). Ésta deficiencia de heterocigosis posiblemente revela 

que hay un sistema de apareamiento consanguíneo y/o las poblaciones bajo deriva 

génica están estructuradas de manera geográfica mostrando el llamado efecto Wahlund 

(Hedrick, 2011). 

 

 Con el análisis del gen COImt de A. ludens se encontró una pequeña variación 

molecular. La exploración de polimorfismos muestra un número total de siete 

haplotipos encontrados, usando secuencias de 803 pb (Cuadro 3). Previamente, en 

análisis con COImt, Boykin et al. (2006) encontraron en la misma especie un número 

similar de haplotipos, lo que supone valores de diversidad de A. ludens relativamente 

bajos. También, en especies relacionadas como A. suspensa y A. obliqua, encontraron 

que la variación en la secuencia COImt era demasiado baja para proporcionar una 

resolución a nivel de subespecie; porque ha habido menos tiempo para acumular 

cambios genéticos; además, que la especie es invasiva, polífaga y presenta flujo 

genético entre las poblaciones de Florida (Boykin et al., 2006). Aunque A. fraterculus 

no presentó polimorfismo con el gen COImt (Ludeña et al., 2010) y A. suspensa exhibió 

61 haplotipos con COImt y ND6 en Mesoamérica, América Central, Caribe, oeste de 

México y Brasil (Ruiz-Arce et al., 2012). En otras especies del género Bactrocera, con 
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análisis de COImt, como B. cucurbitae se han observado diez haplotipos en regiones de 

China, Tailandia y Filipinas (Hu et al., 2008). La alta uniformidad genética y baja 

variabilidad genética global están asociadas con procesos que han experimentado las 

poblacionales, tales como una expansión rápida en su rango de distribución e invasión 

(Meixner et al., 2002; Nardi et al., 2005; Malacrida et al., 2007; Hu et al., 2008). 

Mientras que en B. dorsalis se han encontrado 28 (Shi et al., 2005), 43 (Liu et al., 

2007), 42 (Shi et al., 2010) y 60 haplotipos (Schutze et al., 2012) en poblaciones de 

Yunnan (China) con COImt. A pesar que, B. dorsalis se ha introducido recientemente 

en Yunnan (China) presenta relativamente alta diversidad de haplotipos. Esto se debe a 

que la antigüedad de la mosca es mayor a lo que se conoce, pero se mantuvo sin ser 

detectada hasta que empezó a causar daños a frutales ó que se ha introducido varias 

veces de diferentes ubicaciones (Shi et al., 2005). Otra posible causa, la dispersión a 

larga distancia, aprovechando las corrientes de aire (Liu et al., 2007). Finalmente los 

autores argumentan, que las poblaciones se originaron partir de un gran número de 

fundadores, lo que explica la alta diversidad genética que se encuentra a nivel local (Shi 

et al. 2010). 

 

 En éste estudio, el número de haplotipos que se encontró fue menor al número 

de sitios polimórficos, ya que algunos de estos difirieron entre sí por más de un 

nucleótido lo que significa que la muestra no incluye a todos los haplotipos existentes o 

muchos están extintos (Cuadro 5). Este patrón se asocia a otras especies de Anastrepha 

(Smith-Caldas et al., 2002; Boykin et al., 2006; Ruiz-Arce et al., 2012). Además, esta 

misma situación se ha reportado en especies del género Bactrocera, como B. cucurbitae 

(Hu et al., 2008). En contraste con B. dorsalis, en la que la cantidad de haplotipos fue 

suficiente para ser mayor al número de sitios polimórficos (Shi et al., 2005; Liu et al., 

2007; Schutze et al., 2012; Shi et al., 2012) en donde dicha característica se asocia a 

especies ancestrales que han divergido lo suficiente, acumulando mutaciones entre los 

distintos haplotipos (Roger, 1995). 

 

 La diversidad haplotípica fue moderada (hd = 0.159) mientras que la 

diversidad nucleotídica fue baja (π = 0.0008) para las poblaciones silvestres de A. 

ludens. Una población no tiene variación (Costa Golfo) y otra (Soconusco) tiene alta 

diversidad haplotípica (0.426) y baja diversidad nucleotídica (0.0025). Por otro lado, la 

cepa de laboratorio mostró moderada diversidad haplotípica (hd = 0.195) y baja 
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diversidad nucleotídica de 0.0005 (Cuadro 3). En estudios de especies relacionadas se 

ha observado mayor diversidad con el gen COI y ND6 (Anexo 1 cuadro 1.12). Estos 

resultados demuestran que las poblaciones de A. ludens estudiadas tienen un rango de 

baja a moderada diversidad nucleotídica para el gen COImt.  

 

 7.2. Distribución geográfica de la variación genética 

 

La diversidad genética encontrada con ambos marcadores en las poblaciones de A. 

ludens, refleja los patrones de movimiento de los organismos, y ha sido particularmente 

interesante para comprender las fluctuaciones ambientales en el pasado (Hewitt, 1996). 

Muchos estudios filogeográficos en otras especies han observado que la diversidad 

genética es menor en las regiones recientemente colonizadas, mientras que se mantiene 

elevada cerca de los centros de dispersión. Esto se confirma con el hallazgo en la 

distribución de los haplotipos, donde presenta un haplotipo común (H1) que puede ser 

ancestral, del cual derivan por mutación haplotipos intermedios y únicos. También, el 

haplotipo H6 es compartido por dos poblaciones el Soconusco y laboratorio (Figura 8). 

Esto debido a que la colonia original es una mezcla de una antigua cepa de Mission, 

Texas (colectas de Nuevo León y Tamaulipas), material silvestre obtenida de diferentes 

regiones de Chiapas (Orozco-Dávila et al., 2007) y diferentes estados de México. La 

afinidad razonable con Soconusco es por la renovación con material silvestre de 

Chiapas, que han dominado en pocas generaciones sobre el material de Mission, Texas. 

También, esto posiblemente ocurra por eventos de colonización o migración en las 

poblaciones silvestres (Hewitt, 2000).  

 

 Los haplotipos privados H2, H3, H4, H5 y H7 se han encontrado en 

localidades recién colonizadas y corresponden a haplotipos nuevos, formados 

probablemente por combinación del efecto fundador, mutación y deriva genética 

(Hewitt, 2000). Otra posible causa de la distribución de diversidad genética es el tipo de 

alimentación; en este caso, A. ludens es polífaga, pues sus hospedantes están incluidos 

en varias familias de plantas (Baker et al., 1944; Aluja et al., 1989) y, al igual que A. 

fraterculus, experimenta cambios de plantas hospederas durante el año. Por lo tanto, 

como Alberti et al. (2002) sugieren que las frecuencias alélicas pueden cambiar de 

generación en generación por el efecto fundador con cada cambio de hospedero. Dicho 

comportamiento se espera producir exceso de homocigotos (Shi et al., 2005; Liu et al., 
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2007). Las discontinuidades de hábitat en el tiempo también pueden afectar la 

diversidad genética de las poblaciones (Wade y McCauley 1988; McCauley, 1991; 

Whitlock, 1992; Roderick, 1996; Liu et al., 2007). Además, la moderada diversidad 

genética en poblaciones de A. ludens en la región Costa Golfo y Soconusco puede estar 

relacionada con el intenso intercambio comercial de frutos, tales como cítricos y 

mangos y con la diversidad de frutos hospederos nativos que presentan esas regiones. 

 

 7.3. Diferenciación y estructura genética 

 

La diferenciación entre las poblaciones con microsatélites fue de baja a moderada para 

FST y RST (Cuadro 6). El AMOVA obtenido de valores de RST indicó que la mayor 

proporción de variación genética total se encontró dentro de las poblaciones (71.6%), y 

menor entre poblaciones (7.2%). La diferenciación fue moderada (RST = 0.072) entre 

poblaciones silvestres (Cuadro 7). Los índices FIS y FIT fueron positivos confirmando el 

déficit de heterocigotos. Los valores de AMOVA a partir de FST mostraron el mismo 

patrón anterior, de igual forma la población laboratorio. Esto posiblemente ocurre por 

apareamiento entre individuos relacionados, o un menor tamaño efectivo debido a un 

sesgo entre los sexos en el éxito reproductivo (De Teodoro-Pardo, 2011). 

 

 Previamente, Pecina et al. (2009) obtuvieron con AFLPs, variaciones 

genéticas altas (88.43%) en poblaciones de A. ludens, con diferenciación moderada (FST 

= 0.058). En la misma especie, pero con loci enzimáticos, De Teodoro-Pardo (2011) 

obtuvo en poblaciones de Guatemala y Nuevo León, valores de FST moderados (0.15), y 

altos (0.67) para poblaciones de Nuevo León y Veracruz. En A. fraterculus, Alberti et 

al. (2002) reportan que el análisis con microsatélites muestra alta variación genética 

entre individuos (95%) y moderada diferenciación (FST = 0.053). Además, los estimados 

de FIS (0.261) y FIT (0.300) indicaron exceso de homocigosis. En A. suspensa, Boikyn et 

al., (2010), con microsatélites encontraron alta variación genética dentro de las 

poblaciones (95.82%) y diferenciación relativamente más baja (FST = 0.04178). 

 

 Para el gen COImt las poblaciones silvestres de A. ludens se encuentran poco 

diferenciadas (Cuadro 9). De acuerdo al análisis de SAMOVA, la máxima partición de 

la diversidad genética es obtenida con dos grupos (K = 2; ΦCT = 0.167). El primer grupo 

es formado por Altiplanicie, Planicie Costera del Noreste, Costa Pacífico y Costa Golfo, 
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y el segundo por Soconusco (Cuadro 10). Así, el AMOVA reveló diferenciación 

moderada, explicando muy poco la varianza molecular entre grupos. También, 

consideramos a todas las poblaciones como grupo único, encontrando un valor ΦST 

moderado (0.05833). En el caso de la población del Soconusco, la diferenciación 

moderada se debió a la presencia de alelos privados. Éste hallazgo fue respaldado por el 

AMOVA, donde se observa que la mayoría de la variación genética se distribuyó dentro 

de los individuos y entre las poblaciones. Esto sugiere que distintos haplotipos de 

mitocondria se han fijado por deriva genética en las poblaciones e indica que la 

separación es antigua y ha habido flujo genético (Hedrick, 2011).  

 

 Así, el estudio de la estructura genética con microsatélites reveló que existen tres 

grupos genéticos (K = 3) con ancestría en una fracción de alelos mezclados en la 

mayoría de los individuos (probablemente migrantes genéticos), excepto Soconusco y 

de laboratorio (Figura 4), mientras que con datos de COImt, detectamos dos grupos 

genéticos (K = 2; 2.5 Anexo 2), lo que fue confirmado por SAMOVA (K = 2).  

 

 Al encontrar estructura, se buscó posible aislamiento por distancia tanto para 

ambos marcadores, pero la correlación resultó no significativa. Por lo tanto, la 

existencia de barreras genéticas y una estructura metapoblacional, y no el aislamiento 

por distancia, puede ser la razón de la estructura encontrada en las poblaciones de A. 

ludens en México. Esto puede ocurrir posiblemente porque las poblaciones se están 

comportando como una metapoblación (Wegier et al., 2011). 

 

 A pesar que, el gen COImt refleja la historia de los linajes de las hembras y los 

microsatélites expresan la historia evolutiva más reciente de ambos sexos, ambos 

marcadores moleculares coincidieron en que, el grupo Soconusco presenta mayor 

diferenciación respecto a los demás. Una posible causa de esto es que la población 

Soconusco se encuentra restringida por la Sierra Madre del Sur y los vientos alisios 

provenientes del Golfo de México. La población de laboratorio tiene diferenciación 

moderada (sólo con microsatélites) hacia las otras poblaciones probablemente por la 

consanguinidad asociada a la cría masiva. A pesar que la cepa de laboratorio le han 

inyectado a través del tiempo material silvestre de Chiapas (Orozco-Dávila et al., 2007) 

y de otras partes de México, existe un grado de diferenciación, posiblemente por el 
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cambio en las frecuencias alélicas que provoca el efecto de la deriva genética y cuellos 

de botellas que sufre la cepa de laboratorio. 

 

 Con microsatélites se encontró que, las poblaciones de la Costa Pacífico y 

Planicie Costera del Noreste presentan una moderada diferenciación; estas poblaciones 

están delimitadas por la Sierra Madre Occidental y Oriental. Las poblaciones 

Altiplanicie y Soconusco tienen diferenciación de baja a moderada, puede que los 

vientos alisios y Sierra Madre del Sur proporcionen barrera física natural. La población 

Costa Pacífico y Soconusco tuvo diferenciación moderada. Las principales barreras 

naturales son la Faja Volcánica Transmexicana, la Sierra Madre del Sur y los vientos 

alisios (García 1973; Lugo-Hubp, 1990; Lugo-Hubp et al., 1991; Santoyo, 2007). Con 

respecto a la poca señal encontrada con el gen COImt se le atribuye al movimiento de 

migrantes que ocurrió en el tiempo a distancias considerables (>30 km; Aluja, 1994; 

Thomas y Loera Gallardo, 1998), asociado a que los insectos son altamente móviles. 

Entonces tienden a tener una baja o moderada diversidad de haplotipos y poca 

estructuración filogeográfica (Shi et al., 2005). 

 

 La existencia del exceso de homocigotos probablemente se presente por 

apareamiento entre individuos relacionados (Alberti et al., 2002; Rull y Barreda-Landa, 

2007). Alternativamente, podría ocurrir por la mezcla de los individuos de distintos 

orígenes que no constituyan una población mendeliana (efecto Wahlund) o selección de 

hábitat. En consecuencia, dentro de las poblaciones de A. ludens se produjo la 

subdivisión de subpoblaciones mezcladas. La mezcla entre individuos de distinto origen 

se explica por el comportamiento polífago de la especie caracterizada por la continua 

búsqueda de hospederos. Esta tendencia también se han encontrado en la especie A. 

fraterculus (Alberti et al., 1999; Alberti et al., 2002). Por lo tanto, los resultados del 

presente trabajo indican que al menos en algunos casos, las poblaciones de A. ludens 

incluirían en realidad grupos heterogéneos, con un grado variable de divergencia 

genética, dando como resultado una subestructuración mayor que la esperada por deriva 

genética en poblaciones uniformes, como señalan Alberti et al. (2002) para A. 

fraterculus y Boykin et al. (2010) para A. suspensa. También, que la especie es joven, 

como mencionan Barr et al. (2006) quienes consideran que la diversidad genética de 

una población (o especie) podría ser más alta en una población vieja que en una 

población joven. Morgante et al. (1980) sugieren que muchas especies de Anastrepha 
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son relativamente jóvenes y que la especiación ha sido rápida y reciente. También, 

como señala Hernández-Ortiz (1992), dado que es probable que el origen de Anastrepha 

sea el sur de América, es posible que en esas regiones se presente mayor variación 

intraespecífica que en el norte del continente. 

 

 La búsqueda de posibles barreras genéticas arrojó que las poblaciones Costa 

Pacífico, Altiplanicie y Soconusco se encuentran aisladas del resto. Los hallazgos 

anteriores fueron confirmados por la existencia de barreras genéticas (Figura 5). La 

principal barrera genética (letra “a”) coincide con la existencia de una barrera física 

provocada por la Sierra Madre Oriental y Occidental son una fuerte barrera entre las 

poblaciones Planicie Costera del Noreste, Costa Golfo y Costa Pacífico. La Sierra 

Madre Occidental probablemente mantiene la separación entre las poblaciones Costa 

Pacífico, Altiplanicie, y Soconusco del resto (Lugo-Hubp, 1990; Lugo-Hubp et al., 

1991; Santoyo, 2007). Una segunda barrera genética (letra “b”) aísla a la población 

Soconusco, posiblemente por la Sierra Madre del Sur y la condición climático 

ambiental, debido a los vientos alisios provenientes del Golfo de México hacia la zona 

del Istmo de Tehuantepec, el único paso interoceánico de baja altitud en México. El 

Istmo de Tehuantepec puede ser una barrera climática, no solo por los fuertes vientos, 

sino porque las condiciones ambientales y el tipo de vegetación son muy distintos en 

ambos lados. En este caso, no existe barrera geográfica como tal que separe estas 

poblaciones, pero las condiciones climáticas están cumpliendo ésta función, ya que los 

vientos alisios corren desde los 18 km/h hasta 90 km/h, provocando continuo impacto 

de vientos de gran velocidad la mayor parte del año, tan potentes que doblan pinos y 

palmeras (Santoyo, 2007). La tercera barrera genética (letra “c”) aísla a la población de 

la Altiplanicie, ubicada sobre la barrera generada por la Faja Volcánica Transmexicana 

(García, 1973; Lugo-Hubp, 1990; Lugo-Hubp et al., 1991).  

 

 Las barreras físicas naturales diferencian a las especies, tal como ocurrió con A. 

obliqua por la falta de diversidad que presentan sus individuos en el oeste de México. 

Una causa atribuible a la barrera impuesta por la Sierra Madre Occidental y Oriental, y 

la Faja Volcánica Transmexicana (Ruiz-Arce et al., 2012). También, por el cambio de 

hábitat, ya que probablemente se ha incrementado por el reciente cambio climático 

(Axelrod, 1979; Graham, 1999). Por otra parte, puede ser el resultado de una 

fragmentación de bosques y selvas secas que no son habitadas por especies de 
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hospederos de esta especie. El hábitat fragmentado limita el flujo genético entre las 

poblaciones reduciendo la diversidad (Ruiz-Arce et al., 2012).  

 

 En general, nuestros resultados confirman la hipótesis propuesta en el trabajo, 

la variabilidad y estructura genética presente en A. ludens está fuertemente influenciada 

por las características de las diferentes zonas biogeográficas de México. Estas 

condiciones orográficas son posiblemente la principal causa de moderada diferenciación 

encontrada entre las poblaciones, ya que las cadena montañosa mantiene separada a las 

poblaciones, provocando aislamiento entre las poblaciones debido a las barreras 

naturales generadas por la existencia de las montañas de la Sierra Madre del Sur, la 

Sierra Madre Oriental y Occidental, la Faja Volcánica Transmexicana y la condición 

climática generada por los vientos alisios. 

 

 7.4. Estimadores de migración 

 

El intercambio genético ocurre cuando existe una evidencia de flujo de genes entre las 

poblaciones (Crandall et al., 2000). Los modelos de migración con microsatélites 

indicaron que las barreras físicas naturales que influyen fuertemente en la dispersión de 

las poblaciones son la Sierra Madre Oriental y Occidental, la Faja Volcánica 

Transmexicana y la Sierra Madre del Sur, así como la zona de vientos del Istmo de 

Tehuantepec. El flujo genético fue bidireccional entre las poblaciones de la Costa Golfo, 

Planicie Costera del Noreste y Soconusco. Las poblaciones de la Altiplanicie y Costa 

Pacífico mostraron intercambio genético entre ellas. Sin embargo, no se presentó flujo 

génico entre el primer grupo y el segundo. La mayoría de las poblaciones tuvieron un 

flujo genético considerable (Cuadro 13 y figura 6). Esto indica que, la migración es un 

importante factor que contribuye a la variación genética en estas poblaciones. 

 

 Los resultados sugieren que A. ludens ha sido una especie con una gran 

capacidad de adaptación de clima, ya que el tamaño efectivo de la población (Ne) se ha 

mantenido (Cuadro 13). El flujo genético puede estar influenciado por la alta capacidad 

de dispersión (Peterson y Denno, 1998; Shi et al., 2005; Liu et al., 2007) de las 

poblaciones de A. ludens (más de 30 km) (Loera-Gallardo, 2009). Entre los factores más 

importantes encontramos la dispersión por el viento (Aluja, 1993b; Aluja et al., 2000). 

Algunos estudios sugieren que las corrientes de aire ayudan a la expansión territorial de 
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las poblaciones de plagas, influyendo en el intercambio de genes entre poblaciones (Liu 

et al., 2007). En sitios donde existe abundante vegetación, alimentos, agua y substratos 

para oviposición, A. ludens muestra reducida movilidad (Enkerlin, 1987). Cuando las 

condiciones son adversas se elevan a las partes altas de los árboles, para desplazarse 

aprovechando los vientos dominantes (Aluja, 1993), dispersándose a otros lugares a 

través de las corrientes de aire (Shi et al., 2005). Otra causa que contribuye a su 

diseminación es la actividad comercial, tanto nacional como internacional, a través del 

transporte de fruta (cítricos, mangos y, en menor grado, duraznos) infestada con larvas 

vivas hacia áreas no invadidas por este insecto (Fletcher, 1989), tal como ocurre en A. 

fraterculus (4.5 migrantes/generación) debido a la migración pasiva del comercio de 

frutas (Alberti et al., 2002; Alberti, et al., 2008; Shi et al., 2005). Las condiciones 

climáticas y altitudinales son otros factores que facilitan el flujo genético de A. ludens 

(15.19 migrantes/generación), si en el área al que migran hay disponibilidad de 

hospederos (De Teodoro-Pardo, 2011). También, hay un riesgo mínimo de que pupas de 

A. ludens sean llevadas hacia otras áreas, en suelo empacado con plantas (CABI, 2000). 

 

 Lo anterior sugiere que la estructuración genética y la tendencia de A. ludens a 

migrar o permanecer en el mismo sitio podría estar promovida por la disponibilidad de 

hospederos, refugios, reproducción, clima (vientos) y actividad antropogénica 

(comercio de frutas). La poca señal de estructuración filogeográfica se puede explicar 

por la movilidad de la especie, debido a que la huella de divergencia entre poblaciones 

es borrada por la migración. Estas distribuciones generalizadas de los linajes genéticos 

son comunes en insectos de gran movilidad, adaptándose a una amplia gama de 

condiciones ambientales (Freeland et al., 2003; Liu et al., 2007). 

 

 La prueba de neutralidad (D de Tajima) fue negativa indicando expansión 

significativa para las poblaciones Altiplanicie, Costa Pacífico y laboratorio (Cuadro 14). 

Sin embargo, de acuerdo con la prueba de “mismatch” y skylineplot (Figuras 9 y 10), las 

poblaciones silvestres de A. ludens no se encuentran en expansión poblacional, por el 

contrario, sugieren un equilibrio poblacional o en todo caso una reducción muy reciente 

de las poblaciones debido al control fitosanitario con la TIE, incluso por la 

fragmentación de bosques y selvas realizado hace más de 100 años. El tamaño efectivo 

poblacional de A. ludens silvestre, se ha mantenido constante a lo largo del tiempo 

(TMRCA = 900 años) hasta hace 100 años, con una disminución (Ne = 2367 
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individuos). No obstante, cuando se analizó considerando la población del laboratorio 

reveló que la población ha permanecido constante durante 900 años, pero en los últimos 

100 años ha tenido una expansión poblacional (Ne = 6567 individuos). Esto se debe 

probablemente a la cría masiva de la especie en laboratorio; alrededor de 175 millones 

de pupas por semana que son destinadas para liberación y aproximadamente 3 millones 

de pupas para su reproducción (Domínguez et al., 2010; SAGARPA, 2012; ). 

 

 Al respecto, tal como Ruiz-Arce et al. (2012) sugieren para las poblaciones de A. 

obliqua, posiblemente A. ludens ha tenido reciente expansión demográfica en algunas 

poblaciones. Esta reciente y rápida expansión, se propició durante el siglo XX, después 

de la introducción de mango, uno de los hospederos preferidos de esta especie y de la 

expansión del área de cultivo de cítricos como naranja y toronja, otros de los hospederos 

preferidos, infestando amplias regiones y expandiéndose a nuevos hospederos como el 

chile manzano (Thomas, 2004). Además, como proponen Shi et al. (2012) para 

poblaciones de B. dorsalis en Asia y China; estos insectos no experimentan expansión 

demográfica reciente, debido a que esta región corresponde al área nativa de la especie. 

 

 En general, nuestros resultados sugieren que, el rango de expansión en las 

poblaciones de A. ludens puede ocurrir en el futuro, esto debido a las características 

biológicas de la especie, y a su amplia gama de hospederos, alta tolerancia al cambio 

climático, alto potencial reproductivo (a diferencia de otras especies, A. ludens puede 

poner más de 30 huevos por puesta ) y alta capacidad de dispersión, facilitando su rango 

de expansión en los próximos años (Aluja y Mangan, 2008; Aluja et al., 2011); así 

como, algunos autores consideran para B. dorsalis (Liu et al., 2007; Wan et al., 2011; 

Shi et al., 2012).  

 

 7.5 Filogenia molecular y redes de haplotipos 

 

La filogenia molecular muestra que las poblaciones de A. ludens son probablemente 

monofiléticas al grupo de Anastrepha, y que la especie hermana más relacionada es A. 

fraterculus (Figura 7). Este mismo resultado fue obtenido por Smith-Caldas et al. 

(2002) y Boykin et al. (2006). Los grupos monofiléticos ocurren cuando los haplotipos 

no tienen polimorfismos ancestrales; debido a que los haplotipos mitocondriales 

alcanzan la monofilia recíproca más rápidamente que los genes nucleares, dado que su 
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tamaño efectivo es menor alrededor de cuatro veces (Avise 2000). Por otro lado, 

Ludeña et al. (2010) menciona que con el gen COImt se observa politomía en el árbol, 

porque refleja la falta de variación dentro de los clados. En éste trabajo, los 

agrupamientos del árbol no siguieron un patrón acorde a la distribución geográfica.  

 

 Por otra parte, la teoría de coalescencia predice que el haplotipo ancestral debe 

ser el más común y el más distribuido entre las poblaciones, así como el haplotipo 

central. Estas inferencias están sujetas a la estocasticidad del proceso de coalescencia. 

Con este argumento, los haplotipos derivados serían menos frecuentes, y en muchos 

casos privados; estos se localizarían en regiones recién colonizadas (Crandall y 

Templeton, 1993). Esto revela que un haplotipo compartido en todas las poblaciones 

(H1), indica flujo genético en el pasado de las poblaciones de A. ludens. En poblaciones 

introducidas recientemente, expandidas en tamaño a partir de un pequeño número de 

fundadores, tendría un haplotipo común compartido por la mayoría de los individuos, y 

muchos haplotipos raros conectados a la principal, por unas pocas mutaciones 

independientes (Slatkin y Hudson, 1991; Avise, 2000; Shi et al., 2005). En el presente 

estudio, la red mostró que muchos haplotipos intermedios están extintos ó no se 

muestrearon (rojo). Esto podría explicarse de dos maneras, por un lado, si el muestreo 

es incompleto y por el otro si no existieran. También, la presencia de un haplotipo 

común y una serie de haplotipos intermedios y únicos, arreglados en una red en estrella, 

indican un evento de cuello de botella fuerte, seguido de una expansión poblacional 

(Avise, 2000). Estos eventos asociados a procesos demográficos, posiblemente tuvieron 

un fuerte impacto sobre los niveles de variación observados en secuencias de ADNmt, 

lo cual explica la moderada diferenciación observada. Esto sugiere que las poblaciones 

sufrieron una serie de reducciones demográficas hasta ajustarse a uno o dos haplotipos, 

de los cuales fueron surgiendo nuevos haplotipos por mutación. Este escenario se apoya 

en los niveles de diversidad nucleotídica y haplotípica de las poblaciones de A. ludens. 

La presencia de moderados niveles de diversidad haplotípica (0.159) y bajos niveles de 

diversidad nucleotídica (0.0008) sugieren una rápida expansión, a partir de un tamaño 

efectivo poblacional pequeño (Avise, 2000). Además, la migración a grandes distancias 

contribuyó a la colonización de nuevas regiones; esto podría implicar que las 

poblaciones de A. ludens han sido fundadas por pocos individuos, estableciéndose 

distintos alelos por mutación y deriva genética.  
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VIII. CONCLUSIONES 

 

 

 Las poblaciones silvestres de A. ludens presentan diversidad genética moderada. 

La cepa de laboratorio presenta baja diversidad genética. Pero en las poblaciones 

silvestres existe también un exceso de homocigotos.  

 

 

 La diferenciación genética en poblaciones silvestres va desde baja (COImt) hasta 

moderada (microsatélites). La estructura genética determinada con los 

microsatélites reveló tres poblaciones genéticas, mientras que con el COImt sólo 

pudo discernir dos. La población Soconusco fue la más diferenciada para ambos 

marcadores, y la cepa de laboratorio se encuentra con diferenciación moderada 

respecto al Soconusco. 

 

 

 El flujo genético es bidireccional y elevado entre las Planicie Costera del 

Noreste, Costa Golfo y Soconusco; mientras que ocurrió lo mismo para 

Altiplanicie y Costa Pacífico. No existe flujo entre estos dos grupos debido a las 

barreras naturales generadas por la Sierra Madre Oriental, la Sierra Madre 

Occidental, la Sierra Madre del Sur, la Faja Volcánica Transmexicana y los 

vientos alisios.  

 

 

 La demografía histórica muestra que no existe expansión poblacional en las 

poblaciones silvestres a lo largo de 900 años, pero sí un declive en los últimos 

100 años. En contraste, la población de laboratorio se encuentra en expansión 

probablemente por la cría masiva.  
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ANEXOS 

 

 

ANEXO 1. Serie de cuadros que describen las localidades colectadas, 

oligonucleótidos utilizados y resultados de análisis estadísticos. 

 

Cuadro 1.1. Características de las poblaciones de A. ludens. 

Zona 

Biogeográficas
 a
 

Estado: Localidad Latitud 

Norte 

Longitud 

Oeste 

msnm Número de 

individuos 
Altiplanicie (ALT) Michoacán: Zinapecuaro 19°51' 39.94 100°45' 16.98 2052 20 

Planicie costera del 

Noreste (PCN) 

Nuevo León: 

Montemorelos 
25°10' 43.08 

 

99°51' 01.35 435 20 

Costa pacífico (CP) Sinaloa: Escuinapa 

Nayarit: Ruiz 
22°50' 44.22 

21°57' 41.23 

105°54' 04.68 

105°08' 30.42 

6 

31 

10 

10 

Costa Golfo (CG) Veracruz: Martínez de la 

Torre 
20°00' 33.18 97°10' 51.20 291 20 

Soconusco (SOC) Chiapas: Tuxtla Chico 14°55' 12.28 92°10' 52.81 262 20 

Laboratorio (LAB) - - - - 20 
a 
Según Rzedowki (1978b). 

 

 

Cuadro 1.2. Microsatélites y oligonucleótidos empleados en las poblaciones de A. 

ludens en México. 

a 
Basado en el estudio de Sajedul-Islam et al. (2011) para A. obliqua. 

 

 

 

 

Locus 

No. de accesión 

Gene Bank 

Repeticiones Ta (°C) Tamaño (pb) Secuencia de los iniciadores (5’- 3’) 

tinta fluorescentea Esperado Encontrado 

Anob-01 

JF292994 

(ACAT)3(AT)2(GT)4…A10 56 213-237 229-234 F:CCGCATACAATGTCTTATTGCNED 

R:CCGAGTCGATTACAGCAAGTC 

Anob-02 

JF292995 

(AC)6(ATAC)2…(CT)2 56 156-160 151-159 F:CTCCCACTAGCAATTAGCACCHEX 

R:TTTATGGTCGCACGATTTTCC 

Anob-03 

JF292996 

(CT)5 56 156-172 157-174 F:CCATTGTGGTACCACTGAGTA6FAM 

R:CCTGGGATGAAAACATCAAGT 

Anob-13 

JF293003 

(CT)6(GT)3 56 176-182 175-185 F:GCGGTCCATTCCTTCATCGATPET 

R:GCTGGCACAGTATCAAGATAG 

Anob-06 

JF292998 

(CT)5 64 168-188 182-185 F:GGTGAACCAACTCTTGACACGTAANED 

R:GCGTGCATAAGACTAGGGTTG 

Anob-15 

JF293004 

(AG)8 64 158-182 124-130 F:GCGATGAACGTTCGTAATTGG6FAM 

R:GGACAGTCTGACACTGAGTTACTG 

Anob-08 

JF292999 

(CT)6(GT)2…(GT)4 64 154-156 146-154 F:CCTTGCAAAACCTAGCAGCAGNED 

R:GGCAGGATTTCCCTGTACTTT 

Anob-11 

JF293001 

(GC)4…(AC)8 64 158-174 159-183 R:GCTTTTCGGATGAACTGCCGCCTAHEX 
F:GCGGGTGACCAGTCATCAACA 

Anob-18 

JF293006 

(AT)3…(AT)3…(AC)5 54 167-189 183-189 F:GCGAACCATGAAAGCTTCAGCPET 

R:CTCATTAAAACTGACAACTGTATT 
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Cuadro 1.3. Equilibrio de H-W de la población Altiplanicie 

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.20000 0.54359 0.00033 

Anob-02 20 0.10000 0.18974 0.05141 

Anob-03 20 0.40000 0.43077 1.00000 

Anob-13 20 Monomórfico 

Anob-06 20 0.15000 0.53718 0.00007 

Anob-15 20 0.05000 0.64231 0.00000 

Anob-08 20 0.10000 0.09744 1.00000 

Anob-11 20 0.25000 0.69615 0.00000 

Anob-18 20 0.05000 0.05000 1.00000 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada. 

 

 

Cuadro 1.4. Equilibrio de H-W de Planicie Costera del Noreste 

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.30000 0.64231 0.00315 

Anob-02 20 0.30000 0.34359 0.03272 

Anob-03 20 0.45000 0.50128 0.67328 

Anob-13 20 Monomórfico 

Anob-06 20 0.35000 0.51410 0.15150 

Anob-15 20 0.60000 0.49231 0.38525 

Anob-08 20 Monomórfico 

Anob-11 20 0.80000 0.78718 0.00141 

Anob-18 20 Monomórfico 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada.  

 

 

Cuadro 1.5. Equilibrio de H-W de Costa Pacífico  

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.20000         0.62564     0.00002 

Anob-02 20 0.05000       0.05000     1.00000 

Anob-03 20 0.50000       0.38462     0.27664 

Anob-13 20 0.20000       0.18462     1.00000 

Anob-06 20 0.35000       0.51154     0.19698 

Anob-15 20 0.45000       0.58846     0.07399 

Anob-08 20 0.10000       0.09744     1.00000 

Anob-11 20 0.45000       0.82051     0.00000 

Anob-18 20 Monomórfico 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada. 
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Cuadro 1.6. Equilibrio de H-W de Costa Golfo 

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.60000       0.55513     0.03046 

Anob-02 20 0.20000       0.38333     0.00254 

Anob-03 20 0.25000       0.51154     0.02943       

Anob-13 20 0.05000       0.05000     1.00000 

Anob-06 20 0.35000       0.57821     0.01053           

Anob-15 20 0.05000       0.62692     0.00000 

Anob-08 20 Monomórfico 

Anob-11 20 0.30000       0.81026     0.00000 

Anob-18 20 Monomórfico 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada. 

 

 

Cuadro 1.7. Equilibrio de H-W de Soconusco 

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.35000       0.67308     0.00100       

Anob-02 20 0.35000       0.33718     0.23953 

Anob-03 20 0.30000       0.46667     0.14938 

Anob-13 20 0.05000         0.05000     1.00000 

Anob-06 20 0.25000       0.51154     0.02998       

Anob-15 20 0.30000       0.54872     0.00987 

Anob-08 20 0.05000       0.05000     1.00000 

Anob-11 20 0.55000       0.74231     0.00075       

Anob-18 20 0.05000       0.05000     1.00000 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada. 

 

 

Cuadro 1.8. Equilibrio de H-W de laboratorio 

Locus # Genotipo Ho He Valor P 

Anob-01 20 0.60000       0.50769     0.64999 

Anob-02 20 0.40000       0.38462     1.00000       

Anob-03 20 0.00000       0.43077     0.00001   

Anob-13 20 0.05000         0.05000     1.00000 

Anob-06 20 0.30000       0.49744     0.00904 

Anob-15 20 0.10000       0.65128     0.00000       

Anob-08 20 Monomórfico 

Anob-11 20 0.45000       0.51154     0.66994 

Anob-18 20 Monomórfico 

Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada. 
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Cuadro 1.9. Número total de alelos y número de alelos privados por locus y por grupo 

genético con los datos de microsatélites. N: número de individuos, Na: número total de 

alelos, Ap: alelos privados., A: riqueza alélica (estimada para 20 individuos, el número 

mínimo de muestra en un grupo genético). 

 120 

Muestras 

ALT 

(20) 

PCN 

(20) 

CP 

(20) 

CG 

(20) 

SOC 

(20) 

LAB 

(20) 

 Na Ap A Na Ap Na Ap Na Ap Na Ap Na Ap Na Ap 

Anob-01 6  4.32 5  4  4  3  5  2  

Anob-02 5 2 3.07 3  3 1 2  4 1 3  2  

Anob-03 2  2.0 2  2  2  2  2  2  

Anob-06 2  1.73 1  1  2  2  2  2  

Anob-08 4 1 3.18 3  3  2  3  2  3 1 

Anob-11 7 3 4.69 4  2  3  5 2 3  4 1 

Anob-13 3 1 1.73 2  1  2 1 1  2  1  

Anob-15 10 2 7.05 5  6  8  6  8 2 2  

Anob-18 3 2 1.33 2 1 1  1  1  2 1 1  

Total 42 11 3.23 27 1 22 1 26 1 26 3 29 3 19 2 

 

Cuadro 1.10. AMOVA e índice de diferenciación genética de las poblaciones silvestres 

y cepa de laboratorio de A. ludens, con el método de distancia RST. 

Fuente de 

Variación 

g.l. S.C. V.E. % de 

variación 

Índice de 

diferenciación 

P 

Entre 

poblaciones 

5 1796.35 6.114Va 6.56 RST = 0.066 0.016 

Entre 

individuos 

114 13079.5 27.679Vb 29.71 FIS = 0.318 0.000 

Dentro de los 

individuos 

120 7125.00 59.375Vc 63.73 FIT = 0.363 0.000 

Total 239 22000.8 93.16696 100% - - 

g.l: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; V. E: componentes de variación estimada; FIS: medida de 

consanguinidad, FST: medida de diferenciación genética entre poblaciones; FIT: medida de variación 

dentro de los individuos. 

 

Cuadro 1.11. AMOVA e índice de diferenciación de las poblaciones silvestres y cepa de 

laboratorio de A. ludens, con el método de distancia FST. 

Fuente de 

Variación 

g.l. S.C. V.E. % de 

variación 

Índice de 

diferenciación 

P 

Entre 

poblaciones 

5 21.542 0.0505Va 2.96 FST = 0.030 0.048 

Entre 

individuos 

114 26.8250 0.6294Vb 36.83 FIS = 0.379 0.000 

Dentro de los 

individuos 

120 123.500 1.0291Vc 60.22 FIT = 0.398 0.000 

Total 239 405.867 1.7091 100% - - 

g.l.: grados de libertad; S.C.: suma de cuadrados; V.E: componentes de variación estimada; FIS: medida 

de consanguinidad, FST: medida de diferenciación genética entre poblaciones; FIT: medida de variación 

dentro de los individuos. 
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Cuadro 1.12. Análisis de los estimadores de diversidad haplotípica (hd) y nucleotídica 

(π) de diferentes especies de mosca de la fruta. 
   Estimadores genéticos 

Especie Referencia  Marcador Hd Π 

A. obliqua Ruiz-Arce et al. 2012 COI y ND6 0.4820 a 0.814 0.00038 a 0.01045 

B. dorsalis Liu et al. 2007 COI 0.7880 a 1.000 0.00714 a 0.01640 

B. dorsalis Wan et al. 2011 COI 0.8889 a 1.000 0.00770 a 0.01470 

B. dorsalis Shi et al. 2012 COI 8.9200 a 9.110 0.00700 a 0.02000 

 

 

ANEXO 2. Serie de figuras que señalan los resultados de análisis estadísticos. 

 

 
Figura 2.1. Correlación entre las distancias genéticas y geográfica para todos los pares 

de poblaciones de A. ludens muestreadas en este estudio (seis poblaciones). La distancia 

geográfica se midió en kilómetros a partir de las coordenadas geográficas de cada 

localidad. La distancia genética usada fue distancia genética de Nei = -1*Ln (Identidad 

de Nei). Valor de p = 0.097.  

 

 

Figura 2.2. Correlación entre las distancias genéticas y geográfica para todos los pares 

de poblaciones de A. ludens muestreadas en este estudio (seis poblaciones). La distancia 

geográfica se midió en kilómetros a partir de las coordenadas geográficas de cada 

localidad. La distancia genética usada fue RST. Valor de p = 0.108. 
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Figura 2.3. Correlación entre las distancias genética y geográfica para todos los pares de 

poblaciones de A. ludens muestreados en este estudio (cinco poblaciones en total). La 

distancia geográfica se midió en kilómetros a partir de las coordenadas geográficas de 

cada localidad. La distancia genética usada fue NST. Valor de p = 0.252.  

 

 

Figura 2.4. Media y desviación estándar de logaritmo natural de la probabilidad 

posterior de los datos sobre diez corridas independientes de STRUCTURE para cada 

valor de K (arriba) y variación del estadístico ΔK para cada valor de K (abajo). 
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Figura 2.5. Estructura genética de cinco poblaciones silvestres y una cepa criada en 

laboratorio de A. ludens de México. Las graficas de pie indican los colores rojo, verde 

correspondientes a los agrupamientos K = 2 del bar-plot, iteraciones de cada K (K 1-5). 

 

 

Figura 2.6. Árbol de haplotipos, gen COImt, obtenido mediante interferencia Bayesiana. 

Se elaboró tomando en cuenta los siguientes parámetros: número de generaciones 

30,000,000, frecuencia del muestreo 15,000,000 y cuatro cadenas. Los colores 

representa los grupos identificados: Celeste son los siete haplotipos de A. ludens, Azul-

especies hermanas y negro el grupo externo con que se enraizó el árbol. Programa 

MrBayes. 

Altiplanicie Costa Pacífico Planicie 

Costera del 

Noreste 

Costa Golfo Soconusco 
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Figura 2.7. Árbol de haplotipos, gen COImt, obtenido mediante  Máxima verosimilitud. 

Los colores representa los grupos identificados con 1000 bootstrap: Celeste son los siete 

haplotipos de A. ludens, azul-especies hermanas y negro el grupo externo con que se 

enraizó el árbol.  Programa PhyML. 

 

 

Figura 2.8. Árbol de haplotipos, gen COImt, obtenido mediante el método de distancia 

Neighbor-Joining. Los colores representa los grupos identificados con 1000 bootstrap: 

Celeste son los siete haplotipos de A. ludens, azul las especies hermanas y negro el 

grupo externo con que se enraizó el árbol con el programa MEGA. 
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ANEXO 3. Métodos de laboratorio 

 

3.1. Extracción y purificación de ADN genómico 

Para la extracción de ADN se agregó 180 µL de buffer ATL, 20 µL de proteinasa K, y 

se incubó a 56°C por 2 h. Después, se adicionaron 200 µL de buffer AL y 200 µL de 

etanol (95%), mezclando con un “vortex”, se centrifugó por 20 s a 5000 rpm. La fase 

acuosa fue transferida a una columna ADN mini spin y se centrifugó a 8,000 rpm por 1 

min. A continuación, la columna se colocó en un tubo colector nuevo, añadiendo 500 

µL de buffer AW2, y se centrifugó a 14,000 rpm por 3 min. Después, la columna fue 

colocada en un microtubo de 1.5 mL, al cual se agregó 30 µL de buffer de elución AE, 

se incubó a temperatura ambiente por 1 min, y finalmente, fue centrifugado a 8,000 rpm 

por 1 min, repitiendo este último paso.  

 

3.2. Gel de agarosa para ADN genómico 

El gel de agarosa fue  al 1% (0.016 ng/mL de bromuro de etidio) en solución reguladora 

TBE 0.5X a 80 V durante 30 min, y visualizado con luz ultravioleta (UV). La 

cuantificación mediante la comparación de intensidad de banda con un marcador de 

peso molecular de 100 pb (Nucleic Acid Markers, 100 bp DNA Ladder, Invitrogen). 

 

3.3. Mezcla de reacción PCR para microsatélites  

El ensayó consistió en mezclar 1.2 μL de solución reguladora Taq 5X, 0.72 μL de 

MgCl2 (25 mM), 0.48 μL de dNTPs (10 mM), 1μL de ADN genómico (100 ng/μL), 

0.12 μL (10mM) de cada uno de los iniciadores, 1U de Taq Polimerasa (GoTaq® Flexi 

DNA Pol, Promega, 5 U/μL), y se aforó a 12 μL con agua miliQ® estéril. 

Posteriormente, la PCR se realizó en un Termociclador ABI®. Además, se hicieron 

múltiplex de dos primers en una reacción de PCR. Las condiciones de amplificación 

fueron 94ºC por 3 min, seguido por 39 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min a (56ºC y 64°C), 1 

min a 72ºC, y finalmente, 10 min a 72ºC, seguido de enfriamiento a 4ºC.  

 

3.4. Gel de agarosa para fragmentos de microsatélites 

El gel de agarosa fue al 1.5% (0.016 ng/mL de bromuro de etidio) en solución 

reguladora TBE 0.5X a 100 V durante 30 min, se visualizaron con luz UV y 

fotografiaron con un fotodocumentador (UVP ® Haigh performance ultraviolet 

transiluminador, modelo TFM-20).  
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3.5. Proceso de amplificación del gen COImt 

La amplificación del citocromo oxidasa I mitocondrial (COImt) consistió en mezclar 5 

μL de solución reguladora Taq 5 X, 1 μL de MgCl2 (25 mM), 1 μL de dNTPs (10 mM), 

1 μL de ADN genómico (100 ng/μL), 100 pmoles/μL de cada uno de los primers, 1 U 

de Taq Polimerasa (GoTaq® Flexi DNA Pol, Promega, 5 U/μL), y se aforó a 25 μL con 

agua miliQ® estéril. La PCR se llevó a cabo en un Termociclador ABI®. Las 

condiciones fueron  95ºC por 7 min, seguida por 35 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min. a 

60ºC, 3.5 min a 72ºC, y finalmente, 10 min a 72ºC, seguido de enfriamiento a 4ºC. 

 

3.6. Gel de agarosa para productos de PCR del gen COImt 

El gel de agarosa fue al 1% (0.016 ng/mL de bromuro de etidio) en solución reguladora 

TBE 0.5X a 100 V durante 30 min, visualizados con luz UV y fotografiados con un 

fotodocumentador (UVP® Haigh performance ultraviolet transiluminador, modelo 

TFM-20). Los productos de PCR con un solo fragmento de tamaño esperado fueron 

enviados en ambos sentidos (i.e., primers forward y reverse) al servicio de 

secuenciación del High-Throughput Genomics Unit de Seattle (Washington, EE.UU.), 

donde se analizaron con un secuenciador automático ABI Prisma 3730xl (Applied 

Biosystems). 

 

 

ANEXO 4. Métodos de los análisis genéticos 

 

4.1. Estimación de la diversidad genética con COImt 

Los sitios segregantes son las posiciones en las secuencias de los nucleótidos donde se 

ha sustituido una base por otra, cuando se comparan dos secuencias, y representan el 

total de mutaciones. De éstos podemos distinguir los singletons, que nos indican 

autoapomorfías y los sitios parsimoniosamente informativos. Una autoapomorfía es el 

carácter derivado único no compartido en uno o más taxones (Arnedo, 1999).  

 

La diversidad nucleotídica (π), indica el grado de diferencia que existe entre dos 

secuencias de una población proporcional a las secuencias de las mismas, π fue 

calculada con la siguiente ecuación (Nei, 1987). 
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π = 
 

   
            

donde    representa la frecuencia de la secuencia  , y     la proporción de diferencias 

nucleotídicas entre la secuencia   y  . 

 

La diversidad haplotípica (hd), es la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar 

sean diferentes en una muestra. Este valor se calcula con la ecuación propuesta por Nei 

(1987).  

 

    
 

   
        

 
 

 
  

donde    es número de muestra, k el número de haplotipo,    frecuencia del haplotipo i.  

 

El estimador de la theta de Waterson (θ-W) es el número de diferencias esperadas entre 

alelos cuando se presupone un modelo de sitios infinitos. Se utiliza como estimador de 

la variación genética global en una población. Este valor se calcula con la ecuación 

(Nei, 1987): 

 

       

donde N es el tamaño efectivo poblacional y µ es la tasa de mutación (Watterson, 1975). 

 

4.2. Diferenciación de poblaciones con microsatélites 

El AMOVA (Análisis de Varianza Molecular) utilizando los índices de fijación RST y 

FST, con 10,000 permutaciones y una significancia de p<0.05. El valor estimado se 

obtuvo con el programa Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010). El cual evalúa la 

estructura genética en un grupo y determina si la fuente de variación está dentro o entre 

poblaciones (Excoffier et al., 1992). La comparación de los estimados de RST y FST 

puede ser útil para conocer los cambios en la diferenciación genética entre poblaciones 

a diferentes escalas de tiempo (Slatkin, 1995). Debido a que RST se basa en el método de 

varianza en los tamaños de los alelos y FST se basa en el método de número de diferente 

de alelos. El índice de FST propuesto por Wright (1951) supone un modelo de alelos 

infinitos y se calcula con base en el número de diferencias pareadas. El estimado de RST 

propuesto por Slatkin (1995) se ajusta al modelo generalizado de mutación por pasos 

(SMM), contempla la memoria en el proceso de mutación de los alelos y se calculan con 
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base en la proporción de diferencias, haciéndolo adecuado para estimaciones con datos 

de microsatélites. Los valores de diferenciación de FST y RST observados se analizaron a 

partir de la correlación que realizó Morales-García (2012), estableciendo rangos de 

estructuración genética baja (FST<0.05), moderada (0.1>FST>0.05, y RST<0.4) y alta 

(FST>0.10, y RST>0.4).  

 

4.3. Estructura genética con microsatélites 

El programa corrió con 100,000 y 250,000 iteraciones después del burn-in de Cadenas 

de Markov de Monte Carlo (MCMC). El modelo de Admixture y 10 repeticiones de 

cada número de poblaciones genéticas (K1-K10) con 25 iteraciones de cada serie de 

poblaciones genéticas fue usado para el análisis. El valor de K se estimó mediante el 

método de Evanno et al. (2005). El análisis se realizó mediante el programa Structure 

2.3.4 (Pritchard et al., 2000). 

 

4.4. Diferenciación y estructuración con COImt 

Los valores de diferenciación genética varían dependiendo del método de estimación y 

del modelo de mutación supuesto. Lo que no es posible fijar un valor de estructuración 

para todos los métodos. La información de flujo genético puede ser obtenida con el 

cálculo de la medida FST propuesta por Hudson et al. (1992b) o NST de Lynch y Crease 

(1990). El índice de FST propuesto por Wright (1951) supone un modelo de alelos 

infinitos y se calcula con base en el número de diferencias pareadas. 

       
  

  
                               

 

  

 

  
 
 

  

 

El estimador NST es el análogo del FST (Hudson et al., 1992b). La diferencia es que el 

NST utiliza la corrección de Jukes y Cantor (1969). 

 

Diferenciación de poblaciones. El análisis de varianza molecular espacial (SAMOVA) 

simula K grupos de n localidades, identifica barreras genéticas y calcula el valor de ΦCT, 

que es la proporción total de variación genética debida a las diferencias entre los grupos. 

El valor más alto de ΦCT en K grupos genéticos indica la máxima diferencia entre 

grupos y la mayor similitud dentro de las localidades de cada grupo (Dupanloup et al., 

2002). La prueba se realizó con el programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al., 2002), 
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para lo cual se usaron 100 condiciones iniciales, se exploraron valores desde K = 2 hasta 

K = 10 y se eligió el caso que reportó el valor más alto de ΦCT. 

 

A partir de los resultados anteriores se realizó un AMOVA con los grupos asignados y 

analizando a las poblaciones como un solo grupo. Este método estadístico permite 

determinar el grado de diferenciación poblacional a partir de datos moleculares, 

procesando los datos como una matriz de presencia-ausencia (base nucleotídica, 

fragmento de restricción, eventos mutacionales). Luego se calcula una matriz de 

distancias euclideanas entre pares de haplotipos, la cual es dividida en submatrices que 

representan las subdivisiones en la población. Éstas se arreglan de manera que las 

submatrices en la diagonal de la matriz total sean pares de individuos en la misma 

población; mientras que aquéllas por afuera de la diagonal representan los pares de 

individuos de diferentes poblaciones. De la suma de diagonales en las matrices y 

submatrices se obtienen las sumas de cuadrados para varios niveles jerárquicos 

(Excoffier et al., 1992), y se usan para realizar un análisis anidado de varianza.  

 

Los componentes de la varianza se usan para calcular una serie de estadísticos F, que 

resumen el grado de diferenciación entre subdivisiones jerárquicas. Estos estadísticos 

son análogos a los estadísticos F de Wright. La diferencia entre ambos índices es que al 

no poder utilizar la heterocigosis en marcadores mitocondriales, se emplean la 

diversidad nucleotídica de los haplotipos. El programa Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et 

al., 2010) se usó para realizar la prueba de AMOVA, y se calcularon los índices de 

fijación, ΦST. La prueba se realizó con 50,000 permutaciones y una significancia de 

p<0.05. También se calcularon los índices de ΦST entre pares de grupos genéticos, 

utilizando 10,000 permutaciones. 

 

4.5. Flujo genético entre poblaciones de A. ludens con microsatélites 

El grado de conexión entre las poblaciones depende de la cantidad de flujo genético 

existente entre ellas. La medición más empleada es el número efectivo de migrantes por 

generación (Nm), el cual se estima en función de FST (Wright, 1943). También, se ha 

propuesto un modelo basado en la teoría de la coalescencia para calcular las tasas de 

migración asimétricas en poblaciones con diferentes tamaños efectivos de población. 
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La inferencia de la tasa de migración entre los grupos genéticos de A. ludens se realizó 

mediante el programa Migrate-N 3.2.6 (Beerli y Felsenstein 1999, 2001; Beerli, 2006). 

El método utiliza MCMC y las frecuencias alélicas para analizar genealogías probables 

con diferentes longitudes de rama, y estimar eventos de migración. Los parámetros 

empleados fueron un modelo de mutación browniana para microsatélites, estrategia de 

análisis con inferencia bayesiana, calentamiento de 10,000 iteraciones y cadena de 

1.0x10
7
 iteraciones muestreada cada 1000. Se utilizaron cuatro cadenas con 

temperaturas T1 = 1.0, T2 = 1.5, T3 = 3.0 y T4 = 1.0x10
6
. Los demás parámetros fueron 

los establecidos automáticamente por el programa.  La importancia de la migración 

sobre la mutación, para traer nuevas variantes a cada grupo, está dado por el valor de M; 

si M>1 indica que la migración contribuye más que la mutación en el aporte de 

variación genética dentro de las poblaciones (Beerli y Felsestein 1999, 2001). 

 

El método utiliza MCMC y las frecuencias alélicas para analizar genealogías probables 

con diferentes longitudes de rama y estimar eventos de migración. Los parámetros 

empleados fueron un modelo de mutación browniana para microsatélites, estrategia de 

análisis con inferencia bayesiana, calentamiento de 10,000 iteraciones y cadena de 

1.0x10
7
 iteraciones muestreada cada 1000. Se utilizaron cuatro cadenas calientes con 

temperaturas T1 = 1.0, T2 = 1.5, T3 = 3.0 y T4 = 1.0x10
6
. Los demás parámetros fueron 

los establecidos automáticamente por el programa. La importancia de la migración 

sobre la mutación, para traer nuevas variantes a cada grupo, está dado por el valor de M; 

si M>1 indica que la migración contribuye más que la mutación en el aporte de 

variación genética dentro de las poblaciones (Beerli y Felsestein 1999, 2001). 

 

4.6. Redes haplotípicas con COImt 

Las redes se elaboraron con los programas TCS 1.21 (Clement et al., 2000) y Network 

4.6.1.1 (Bandelt et al., 1999; Polzin et al., 2012). En el primer caso con la opción de 

indels, como quinto estado de carácter. El programa utiliza parsimonia estadística que 

estima el número máximo de diferencias entre haplotipos, justificadas por un límite de 

probabilidad de parsimonia (0.95). El algoritmo calcula la probabilidad de parsimonia 

para los haplotipos diferenciados por un paso, y si es mayor al límite establecido, 

conecta y forma redes con estos haplotipos. Posteriormente, el algoritmo calcula la 

probabilidad para los haplotipos diferenciados por dos pasos, y si es mayor al límite, 

conecta las redes de un paso por medio de estos haplotipos. El algoritmo continúa 
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evaluando la probabilidad para haplotipos diferenciados por más pasos hasta que, el 

límite establecido de parsimonia es superado (Clement et al., 2000); mientras que la red 

elaborada con Network (Bandelt et al., 1999; Polzin et al., 2012) utiliza el método 

basado en probabilidades con el algoritmo “median joining”. Éste programa fue usado 

para reconstruir redes, para inferir tipos ancestrales, ramificaciones evolutivas y 

variantes, y estimar dataciones. Los algoritmos están diseñados para el ADN 

mitocondrial. 

 

4.7. Filogenia molecular con COImt bajo máxima parsimonia, máxima 

verosimilitud e interferencia bayesiana. 

El modelo evolutivo de las secuencias se determinó con el programa jModel Test 2.1.3 

(Darriba et al., 2012). Este modelo es utilizado para encontrar las probabilidades con las 

que suceden los eventos de sustituciones nucleotídicas, y se determina mediante una 

prueba estadística de proporción de verosimilitud. La filogenia del grupo se reconstruyó 

bajo distintos métodos de búsqueda: Máxima Parsimonia, Máxima Verisimilitud e 

Inferencia Bayesiana, cuyos métodos específicos se incluyen más adelante. 

Adicionalmente, se realizó una reconstrucción filogenética con el algoritmo Neighbor-

joining, el cual es un método de distancia que agrupa las secuencias más cercanas entre 

sí, minimizando la longitud total del árbol. Las distancias son una estimación del 

número total de cambios que ocurre entre las secuencias. Este método se realizó con el 

programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis, MEGA 5.10 (Tamura et al., 

2011), usando 1,000 réplicas de bootstrap con el modelo de sustitución de dos 

parámetros de Kimura (1980). 

 

La búsqueda del árbol más parsimonioso se hizo con dos modelos heurísticos: Máxima 

Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. El primero, es el método más general para la 

obtención de estimaciones estadísticas, a partir de la adopción de cierto modelo 

evolutivo. La verosimilitud de un árbol es la probabilidad de que las diferencias entre 

observaciones (caracteres) puedan ser explicadas por un árbol determinado suponiendo 

un modelo de evolución específico (Arnedo, 1999); es decir, estima probable es que las 

secuencias dadas puedan haber evolucionado en un árbol particular, dado un modelo de 

probabilidades de substitución nucleotídica. El árbol óptimo es aquél que tienen la  

probabilidad de haber producido los datos observados (Freeman, 2007). Para éste 
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modelo se utilizó el programa PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010), obteniendo 1000 

réplicas de soporte bootstrap no paramétricos. 

 

El segundo método es un procedimiento relacionado con los métodos de máxima 

verosimilitud, que busca inferir la probabilidad de los árboles en sí mismos, y no solo la 

probabilidad de que un árbol pueda producir los clados observados (Freeman, 2007). El 

árbol consenso de inferencia bayesiana, se elaboró tomando en cuenta 30,000 como 

número de generaciones, con 100 en frecuencia del muestreo, y cuatro cadenas. Se 

corrieron dos cadenas independientes, cada una con 1.0x10
7
 generaciones muestreadas 

cada 100 iteraciones. Se usaron cuatro cadenas calientes con un factor escalar T = 0.18. 

El modelo de mutación fue GTR con cuatro categorías gamma. Se descartaron el 50% 

de los árboles, y con los árboles restantes se construyó un árbol de consenso con 

mayoría del 50%. El programa fue Mr. Bayes 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). El 

árbol que resultó se editó con FigTree 1.4.0 (Rambaut, 2012). 

 

Por otra parte, se construyó un árbol usando los haplotipos con el programa Beast 1.6.2 

(Drummond et al., 2007). Éste programa construye un árbol con el algoritmo de 

inferencia Bayesiana (MCMC) para lo cual se usó de un reloj molecular data la 

divergencia de los taxones. En seguida, el programa BEAUTi 1.5 (Drummond et al., 

2013) se usó para construir el archivo de entrada, en el cual se indicó el grupo externo 

(Anastrepha spp.) y el modelo evolutivo de las secuencias (GTR). El número de 

cadenas fue de 100 millones. Los resultados se analizaron con Tracer 1.5.0 (Rambaut et 

al., 2009), y se resumió la información con el programa TreeAnotator 1.7.5 (Rambaut et 

al., 2013), luego de haber eliminado los primero 1000 árboles con burn-in. El resultado 

fue un árbol consenso y finalmente, el árbol se editó con el programa FigTree 1.3.1 

(Roderick, 1996). Los haplotipos se mapearon de forma individual. En la reconstrucción 

se consideraron como grupos externos secuencias del gen COImt de A. striata (Manaus, 

Brazil; JN002434.1), A. distincta (Santa Ines, Brazil; AF420635.1), A. fraterculus 

(Chiapas, México; AF420637.1), A. obliqua (Los Tuxtlas, Veracruz, México, 

AF420643), A. suspensa (Florida, EUA, AY944997.1), Drosophila melanogaster 

(Massachusette, EUA, HQ979010.1) y Drosophila simulans (Massachusette, EUA, 

HQ979110.1). 
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4.8. Demografía histórica con COImt 

Para conocer eventos demográficos antiguos, como cuellos de botellas y expansiones 

demográficas, se calcularon la D de Tajima (1989) con el programa DnaSP 5.10 (Rozas, 

2010), y la FS de Fu (Fu, 1997) con Arlequín 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010), que se 

basan en un modelo de sitios infinitos no recombinantes. La prueba estadística se basa 

en distinguir entre una secuencia de ADN que evoluciona únicamente por efecto de la 

mutación (neutra), de una que evoluciona dentro de un proceso no aleatorio, incluyendo 

selección direccional o balanceadora, o por eventos demográficos, como la expansión o 

contracción. 

 

La prueba de neutralidad D de Tajima. La prueba de Tajima compara entre el número 

de sitios segregantes (θw) y el número promedio de nucleótidos diferentes (π), los 

cuales bajo neutralidad deberían ser iguales (o bastante cercanos), pero sensibles a 

distintos escenarios selectivos (Hedrick, 2011). En particular, la π es poco sensible a la 

presencia de alelos raros, mientras que la θw sí lo es. De esta forma, poblaciones bajo 

selección direccional (o purificadora) se caracterizan por presentar valores de θw > π, 

generando valores de D negativos cuando la estructura genética ha sido influenciada por 

una expansión poblacional rápida; mientras que poblaciones bajo selección 

balanceadora se caracterizan por presentar valores de π > θw, generando valores de D 

positivos cuando la población ha experimentado un "cuello de botella" reciente. Cuando 

sea igual a cero, la mutación y la deriva están en equilibrio (Tajima, 1989). 

 

La prueba de FS de Fu. El cálculo la FS de Fu (1993) evalúa la probabilidad de observar 

una muestra aleatoria neutral con un número similar o menor a la muestra observada, 

dada el número de diferencias pareadas observadas. La prueba se basa en la frecuencia 

haplotípica y el valor condicional de θ, que es igual a 4Nμ para individuos diploides y 

2Nμ para individuos haploides, N es el tamaño poblacional efectivo, y μ la tasa 

mutacional por secuencia por generación. Para obtener la significancia del estadístico 

FS, se generan, mediante simulaciones coalescentes (Hudson, 1990), muestras aleatorias 

bajo la hipótesis de neutralidad y de equilibrio demográfico. Finalmente, el valor de p 

del estadístico FS se obtiene analizando la proporción de los valores aleatorios FS 

simulados iguales o menores a los valores observados. Fu (1997) encontró que este 

estadístico es significativo a partir de un valor p<0.02 y corresponde al umbral p<0.05 

de la D de Tajima. Se ha encontrado que estas pruebas de neutralidad, y principalmente 
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la prueba FS de Fu (1997), son muy sensibles a los cambios demográficos de las 

poblaciones, por lo que se han utilizado ampliamente para probar expansiones 

poblacionales, y cuellos de botella. Si los efectos afectan a muchos loci independientes 

hay una interpretación demográfica y si sólo afecta a unos pocos loci no ligados 

entonces hay selección a nivel local dentro de esas partes del genoma. Los valores 

negativos elevados de FS, generalmente indican que la población se ha expandido 

(Excoffier et al., 2010). 

 

Distribución de mismatch. Una distribución mismatch es la distribución del número 

observado de diferencias entre pares de haplotipos. La distribución produce relaciones 

pareadas entre las secuencias hacia atrás en el tiempo. Dado que la cantidad de 

diferencia entre alelos de un mismo gen depende del tiempo de divergencia podemos 

inferir que el tiempo donde confluyen varios pares de secuencias es aquél en el cual la 

población experimentó un cambio de tamaño. La distribución de estas diferencias 

usualmente es multimodal en muestras de poblaciones en equilibrio demográfico, pero 

generalmente son unimodales en poblaciones que pasaron por una expansión 

demográfica reciente (Slatkin y Hudson, 1991; Rogers y Harpending, 1992; Schneider y 

Excoffier, 1999; Excoffier et al. 2010) o por una expansión de rango con altos niveles 

de migración (Ray et al., 2003). De esta manera, es posible obtener información sobre 

los tamaños poblacionales pasados de una especie (Rogers, 1995). Los datos genéticos 

permiten conocer los cambios demográficos de las poblaciones y el tiempo transcurrido 

durante este proceso (Rogers, 1995). Esto es posible ya que 1) la distancia genética 

entre organismos mide la distancia genealógica que hay entre ellos y 2) la distancia 

genealógica tiende a crecer con el tamaño de muestra (Rogers, 1995).  

 

Skyline plot. La base de la interferencia bayesiana considera la estocasticidad de los 

procesos que reflejan las genealogías actuales y permiten hacer estimaciones más 

puntuales de la variación del tamaño efectivo de las poblaciones (Ne) a través del 

tiempo y calculan en el tiempo al ancestro común más reciente (TMRCA por sus siglas 

en inglés; Drummond y Rambaut, 2007). El programa Beast utiliza un modelos 

Bayesiano con el método de MCMC, que estima la distribución posterior de los 

parámetros mencionados a partir de las secuencias de ADN. El Bayesian Skyline Plot 

(BPS) es un método para estimar dinámicas poblacionales del pasado a través del 

tiempo y es independiente de un modelo demográfico predefinido. Es más sensible en la 
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estimación de parámetros demográficos en comparación con métodos paramétricos y 

métodos demográficos basados en coalescencia, porque calcula el Ne en diferentes 

eventos de coalescencia y resuelve un intervalo de credibilidad que provee escenarios 

más realistas de las fluctuaciones del Ne a través del tiempo (Drummond et al., 2005). 

Utilizando modelos no paramétricos y herramientas de selección de modelos es posible 

conocer el modelo paramétrico N(t), que estima el tamaño efectivo poblacional a lo 

largo del tiempo (Strimmer y Pybus, 2001). En este trabajo se calculó el Skyline Plot 

generalizado para estimar el tamaño poblacional de las muestras de A. ludens a lo largo 

del tiempo. Este método convierte la tasa de eventos coalescentes de secuencias 

homólogas en un diagrama que gráfica el tamaño efectivo poblacional, respecto al 

tiempo (Pybus et al., 2000). El Ne y el TMRCA se calcularon utilizando el programa 

Beast 1.6.2 (Drummond et al., 2007). En este análisis incluyeron los 120 individuos de 

A. ludens, se consideraron las secuencias como un sólo haplotipo (ya que son de 

mitocondrias), se escogió el modelo de sustitución general de tiempo reversible (HKY) 

con cuatro categorías gamma, sin heterogeneidad entre los sitios de las secuencias, se 

escogió el reloj relajado log normal (recomendación de los autores), se utilizó una tasa 

de sustitución estándar para mitocondria en insectos por sitio por millón de años de 1.5 

x 10
-6

 (Brower, 1994) y se escogió como prior de los árboles el Skyline Plot que, estima 

el tamaño efectivo poblacional a lo largo del tiempo. En una sola corrida se realizaron 

150 millones de generaciones de cadenas de Marcov de Monte Carlo para alcanzar 

distribuciones de probabilidad con una distribución normal. Los parámetros se 

guardaron cada 10 mil generaciones, y se utilizaron para generar la gráfica de cambio 

demográfico a lo largo del tiempo, y estimar la distribución de probabilidad, de los 

parámetros calculados. 
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