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RESUMEN

Las especies cripticas son organismos que incluyen dos o mas especies que han sido
clasificados como una sola debido, principalmente, a que son similares
morfologicamente. En las tultimas décadas, gracias a los datos moleculares, el
descubrimiento de especies cripticas se ha incrementado, incluyendo diferentes grupos
como peces, aracnidos, lepidopteros y odonatos. Hetaerina americana (Calopterygidae)
es una especie de odonato de amplia distribucion que se encuentra en una gran variedad
de habitats; ademas, muestra considerable variacion en el tamafio de la mancha alar y en
la morfologia de los cerci de los machos. Debido a esto, se han descrito varias
sinonimias para la especie (e. g. H. pseudoamericana, H. texana, H. californica, H.
basalis). A pesar de que H. americana ha sido utilizada ampliamente como modelo en
estudios de conducta, los patrones de variacion genética a nivel poblacional de la
especie han sido escasamente analizados, ya que solo existe un trabajo que incluyé
unicamente tres poblaciones. En este estudio, caracterizamos genéticamente 220
individuos adultos, entre machos y hembras, de H. americana, los cuales provienen de
37 localidades que van desde Guatemala hasta Canadd, usando un fragmento del gen
mitocondrial citocromo oxidasa I y seis loci de microsatélites nucleares. Ademas,
analizamos la morfologia de los cerci de 101 machos usando técnicas de morfometria
geométrica. Los resultados de los analisis del ADN mitocondrial muestran la presencia
de cuatro haplogrupos y una fuerte estructura filogeografica. Los datos de los
microsatélites indican dos grupos genéticos principales altamente diferenciados. La
variacion en la morfologia de los cerci de los machos muestra, al menos, dos morfos
claramente distinguibles, que difieren en la forma del 16bulo medio y en la extension del
margen superior. Estos morfos fueron altamente congruentes con los dos grupos

genéticos nucleares. Hetaerina americana ha sido tratada como una especie Unica,
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principalmente, por la gran variacion de los cerci, la cual se solapa a lo largo de la
distribucion. Sin embargo, al analizar esta variacion sistematicamente con relacion a los
datos genéticos, los resultados sugieren que un proceso de especiacion criptica se ha
llevado a cabo en H. americana. Por otro lado, la variacion del ADN mitocondrial
muestra so6lo una congruencia parcial con la morfologia y con los microsatélites
nucleares, lo que podria ser resultado de un sorteo incompleto de linajes, que es comun
en especies que han divergido recientemente. Debido a que el patrén no es del todo
claro, se recomienda el uso de otro datos (geograficos, ecoldgicos) para determinar
precisamente el nimero de especies que se encuentran en ¢ste complejo. Finalmente, se
discuten los mecanismos asociados al proceso de especiacion en odonatos y sugerimos
aquellos que podrian estar relacionados a la historia evolutiva de H. americana.

Palabras clave: diferenciacion genética; morfometria geométrica; cerci; especiacion

criptica; seleccion sexual.
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ABSTRACT

Cryptic species are organisms that include two or more species that have been
classified as a single nominal species because, mainly, they are morphologically similar.
In recent years, thanks to molecular data, discovery of cryptic species has been
expedited, including organims as odonates; nevertheless, the mechanisms associated to
this process have no been summarized. Hetaerina americana is a species that has a wide
distribution and can colonize a variety of habitats. It also shows considerable variation
in the morphology of the male cerci and the red spot on the wings and, for these
reasons, several synonyms have been described (e. g. H. pseudoamericana, H. texana,
H. californica, H. basalis). Although H. americana has been widely used as a model
system in behavioral studies, the genetic diversity exhibited within this species has been
less documented; to date there is only one analysis that include only three populations.
For this study we genetically characterized 220 adult individuals (males and females) of
H. americana form 37 localities from Guatemala to Canada, using the mitochondrial
cytochrome oxidase I gene and six nuclear microsatellites. We also analyzed the
morphology of the cercus of 101 males with geometric morphometric techniques.
Mitochondrial DNA sequences revealed the presence of four haplogroups and strong
phylogeographic structure. Microsatellite data indicated two highly differentiated main
genetic groups. The variation in the morphology of the male cerci showed, at least, two
clearly distinguishable morphs that differ in the shape of the median lobe and in the
extension of the superior ridge, and these were strongly congruent with the two nuclear
genetic groups. Hetaerina americana has been treated as a single species, mainly
because there is considerable variation in the male cerci morphology that overlap along
the whole distribution, but when this variation is systematically analyzed with relation

to the genetic data the results suggest that a cryptic speciation process has occurred in
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H. americana. On the other hand, mitochondrial DNA variation did not show
congruence with morphological and nuclear DNA differentiation pattern that could be
explained as a result of incomplete lineage sorting due to the probably recent divergence
of the putative species. Due that the pattern is not very clear, we recommended the use
of another data (geographic, ecological) to determinate the number of species in this
complex.

Finally, we explored the mechanisms associated to the speciation process in
damselflies and which of these could be related to the evolutionary history of the
American Rubyspot.

Key words: genetic differentiation; geometric morphometric; cerci; cryptic

speciation; sexual selection.
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I. INTRODUCCION
1.1. Especiacion criptica.

En las ultimas dos décadas, el uso de marcadores genéticos aplicados al analisis de
las poblaciones naturales ha tenido varias consecuencias, una de ellas es el
reconocimiento de nuevas especies, particularmente de especies cripticas (Bickford et
al. 2006), por lo que el nimero de especies descritas, asi como las expectativas en
cuanto a la biodiversidad global han crecido de forma importante. Sin embargo, el
reconocimiento de especies a partir del uso de marcadores genéticos depende, en parte,
de como se definan las especies. Por ejemplo, la delimitacion de especies putativas con
base en Unicamente el uso de distancias genéticas ha sido tanto criticado como
defendido por diferentes autores (Hebert et al. 2003; Moritz y Cicero 2004; Katz et al.
2015). En este contexto, la combinacion de la evidencia genética con otras fuentes de
informacion como son los datos conductuales, morfologicos (caracteres diagnosticos),
geograficos y ecologicos, podria permitir realizar de manera mdas confiable Ia
identificacion o descripcion de nuevas especies. Por esto, se ha sugerido que la
descripcion de especies cripticas debe tener un marco integrativo que incluya varios
aspectos de las especies putativas y no unicamente datos genéticos (Damm et al. 2010).

Se considera que dos o mas especies pueden ser cripticas si éstas son o han sido
clasificadas como una tunica especie nominal, debido a la nula o escasa diferenciacion
morfologica (Bickford et al. 2006; Pfenninger y Schwenk 2007). Ademds, estas
especies se caracterizan, generalmente, por ocurrir en simpatria, estar aisladas
reproductivamente y haber divergido recientemente (Stebbins 1950 en Bickford et al.
2006). Se ha sugerido también que las especies que tienen areas de distribucion muy
grandes (e. g. continental, cosmopolita, etc.), suelen ser mas ‘susceptibles’ a ser

complejos de especies cripticas (Williams et al. 2006; Katz et al. 2015). Sin embargo, el
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presentar o no estas caracteristicas no es una regla para describir a las especies como
cripticas.

Se ha sugerido que la especiacion criptica esta dirigida por mecanismos involucrados
en el desarrollo de sefiales no visuales para el reconocimiento intraespecifico, como
pueden ser sonidos, feromonas y sefales eléctricas, las cuales no implican cambios
morfolégicos externos (Bickford et al. 2006). Por ejemplo, Feulner et al. (2006)
analizaron genéticamente dos especies simpatricas de peces del género
Campylomormyrus y encontraron que dentro de Campylomormyrus numenius se
definieron tres clados con base en marcadores tanto mitocondriales como nucleares,
sugiriendo la presencia de tres especies putativas utilizando como criterio las distancias
genéticas. Estos tres clados, ademads, corresponden a tres fenotipos diferentes
(coloracion y tamafio diferente) en los especimenes adultos (pero indistinguibles en los
especimenes juveniles), apoyando la hipotesis de especies diferentes. Por otro lado,
estos mismos autores también analizaron las sefiales eléctricas de estos organismos, que
son altamente especie-especificas y que utilizan para comunicarse; y encontraron
senales diferentes entre los distintos clados. Por lo tanto, se concluy6 que C. numenius
es un complejo de especies cripticas que estan aisladas reproductivamente ya que,
aunque son morfologicamente similares en estadios juveniles, presentan sefiales
eléctricas y morfos diferentes en las etapas adultas.

Ademas de peces, este proceso de especiacion se ha registrado en una gran variedad
de organismos incluyendo plantas (Grundt et al. 2006), anfibios (Rissler y Apodaca
2007) y una diversidad de invertebrados como tardntulas (Hamilton et al. 2011),
efemerdpteros (Williams et al. 2006), mariposas (Hebert et al. 2004) y odonatos (Stocks
et al. 2005; Damm et al. 2010). Por ejemplo, en odonatos del género Enallagma, el

estatus taxonomico de varias especies ha sido ampliamente debatido; sin embargo, al
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realizar analisis genéticos se encontrd congruencia entre los caracteres morfologicos y
genéticos, lo que resultd en el reconocimiento de varios complejos de especies cripticas
(Stocks et al. 2005; Turgeon et al. 2005). En otro estudio mas reciente, realizado por
Damm et al. (2010), se analizaron genéticamente varias poblaciones de Trithemis
stictica en Africa ademas de un analisis filogenético de las poblaciones incluyendo otras
especies del género. En este caso se encontrd que, lo que se creia una especie, es un
complejo de especies que ademas no son especies hermanas (i. €. no tienen un ancestro
comun) (Fig. 1); lo cual podria implicar un proceso de convergencia morfoldgica entre
las especies cripticas ya que las especies 7. nuptialis y T. grouti que si son especies
hermanas de 7. stictica son muy diferentes en coloracion. Por su parte, los analisis
morfoldgicos mostraron que existen diferencias en las estructuras reproductivas
secundarias de los machos (e. g. edeago), por lo que se sugiere que estan aisladas
reproductivamente (Fig. 1).

El proceso de especiacion criptica en odonatos, a pesar de que éstos no presentan
métodos de comunicacidon como sonidos o feromonas, es posible gracias a que estos
organismos responden de manera rdpida a cambios climaticos ademas de poseer un
sistema de apareamiento complejo lo que puede promover una divergencia de linajes
rapida sin cambio morfoldgico aparente (Turgeon y McPeek 2002; McPeek y Gravilets
2006; Svensson et al. 2006; Damm et al. 2010).

1.2. Sistema de apareamiento en odonatos.
1.2.1. Comportamiento reproductivo.

La biologia reproductiva de los odonatos es inica y muy compleja, ya que son los

unicos insectos en los que, durante la copula, existen dos puntos de contacto entre

hembras y machos. Para esto poseen estructuras reproductivas primarias (apéndices
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caudales y placas mesostigmales, protorax) y secundarias (edeago y espermateca, bursa)
(Corbet 1962).

En general, se han descrito cuatro etapas para el proceso reproductivo de los
odonatos (Fig. 2): 1) El reconocimiento visual (el cual puede ser por cortejo o no),
aunque es importante mencionar que esta caracteristica no se presenta en todos los
grupos. 2) Formacion del tdndem. En este paso el macho sujeta a la hembra por el
protorax (en los zigopteros) o de la cabeza (en los anisdpteros) con ayuda de los
apéndices caudales; en esta etapa se lleva a cabo también un reconocimiento que puede
ser tanto mecanico como sensorial (ver mas adelante) (Robertson y Paterson 1982). 3)
En esta etapa, si la hembra acepta copular, y antes de que los genitales tanto femeninos
como masculinos se pongan en contacto, el macho transfiere su semen desde el extremo

del abdomen hasta la vesicula seminal que esta situada en el segundo segmento
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Figura 1. Especiacion criptica en Trithemis stictica. Se muestran las localidades de colecta asi como las
relaciones filogenéticas de varias especies del género Trithemis con base en un andlisis bayesiano de secuencias de
Citocromo oxidasa ¢ subunidad I y NADH deshidrogenasa 1. También se muestra la genitalia de cada una de las
especies putativas (las flechas sefialan las diferencias mas importantes). El color rojo representa a 7. stictica sensu
stricto, mientras que los colores azul y amarillo representan a las nuevas especies. Modificado de Damm et al. (2010).
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abdominal (translocacion espermatica). Después, la hembra flexiona el abdomen hacia
el segundo segmento abdominal del macho donde se encuentra los genitales secundarios
y empieza la copula per se, la cual tiene dos fases claras (Cordoba-Aguilar y Cordero-
Rivera 2005). En la primera, el macho remueve el semen de otros machos mediante
movimientos ritmicos (remociéon mecanica) y/o por estimulacion de las placas
vaginales, provocando que la hembra sea la que expulse el semen. La segunda fase de la
copula consiste en la eyaculacion del macho. 4) En esta ultima etapa la pareja viaja,
generalmente en tdindem, en busca del sitio de oviposicion (Fig. 2) (Cobert 1962).

1.2.2. Sistema de reconocimiento intraespecifico mecanico-sensorial en odonatos.

El sistema de reconocimiento de pareja precopulatorio tiene dos funciones
principales: primero, identificar una pareja compatible (si es de la misma especie) vy,
segundo, identificar una pareja de buena calidad (Pfenning 1998).

El sistema de reconocimiento (no visual) en odonatos ha sido atribuido a Ia
compatibilidad estructural y sensorial entre las estructuras reproductivas (primarias y/o
secundarias), que concuerdan con la hipdtesis de Llave-Cerradura de Dufour (1844 en
Masley 2012) y de De Wilde (1964 en Masley 2012). Sin embargo, se ha sugerido que
el sistema de reconocimiento mecanico-sensorial relacionado con la forma de los
apéndices caudales y de las placas mesostigmales es, si no el mas importante, uno de los
principales mecanismos implicados en el aislamiento reproductivo precigético en
odonatos que no presentan reconocimiento visual (Paulson 1974; Robertson y Paterson

1982).

1) 2) 3) 4)

10
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Los apéndices caudales estan conformados por dos pares de ‘pinzas’: los cerci y
paraproctos, los cuales se encuentran en la parte distal del abdomen (Fig. 3), mientras
que en las hembras, las placas mesostigmales se encuentran en la parte del torax y estan
cubiertas por estructuras sensoriales como los sensilios (e. g. Simpecma, Lestes,
Ischnura, Enallagma, Platycnemis, Argia, Telebasis, Coenagrion, etc.) (Fig. 3) (Loibl
1958 en Masley 2012, Krieger y Krieger-Loibl 1958 en Masley 2012, Paulson 1974,
Robertson y Paterson 1982, Battin 1993, Willkommen et al. 2015).

Se ha reportado que si se realizan modificaciones experimentales en la forma y
tamafio de los cerci de los machos, se produce el rechazo por parte de las hembras,
incluso si los individuos son de la misma especie (Paulson 1974). Sin embargo,
Robertson y Paterson (1982) argumentan que el aislamiento mecanico que encuentra
Paulson (1974), es una consecuencia secundaria ya que las placas mesostigmales y los
cerci presentan sensilios que dejan de entrar en contacto como consecuencia de la
modificacion artificial de los cerci, y por lo tanto no se da el reconocimiento sensorial,

esta idea apoya la hipdtesis de que el reconocimiento interespecifico no soélo es

mecanico.

0) D)

Décimo segmento abdominal del macho Cerci

7 A

o Placas mesostigmales

-

Figura 2. Estructuras del sistema de sujecion en odonatos. A) Acercamiento de la posicion de tdindem, se
aprecia como los apéndices caudales se enganchan entre el torax y el protérax de la hembra. B) Acercamiento de las
estructuras sensoriales que se encuentra en las placas mesostigmales de la hembra (sensilios) con un acercamiento en
microscopio electronico (1700X). C) Estructuras de sujecion de los machos en zygopteros. D) Toérax de una hembra
de zigoptero, las flechas indican el lugar donde se ponen en contacto los apéndices caudales con las placas
mesostigmales. Tomado y modificado de Robertson y Paterson (1982) y McPeek et al. (2008; 2009).
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La evolucion de la morfologia de los cerci y de las placas mesostigmales esta
correlacionada en algunas especies, y se sugiere que son uno de los elementos
principales en la delimitacion de especies tanto taxondmica como bioldgica (McPeek et
al. 2008; 2009; 2010).

Dado que las variaciones de las estructuras reproductivas (primarias y secundarias)
en odonatos estan relacionadas al aislamiento reproductivo, el analizar especies con una
fuerte divergencia en la forma de estas estructuras (pero poca variacion en otros rasgos)
como las del género Hetaerina (Garrison 1990), asociado ademas a patrones genéticos,

podria ayudar a entender el proceso de especiacion criptica en este grupo.
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II. ANTECEDENTES
2.1. Género Hetaerina.

Los odonatos de este género pertenecen a la familia Calopterygidae, la cual se
encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo (excepto en Australia y la
Antartida). Hetaerina, esté restringido al continente Americano y estd conformado por
37 especies. Estos organismos se caracterizan porque los machos presentan conducta
territorial asi como algin grado de coloracidn roja y basal en las alas, el cual es un
caracter apomorfico y define al género (Fig. 4a) (Garrison 2006).

Las especies de este género son principalmente neotropicales y estan ampliamente
distribuidas (Garrison 1990, 2006). Sudamérica es el area con mayor riqueza de
especies y se ha sugerido que ésta zona es el centro de origen y diversificacion del
género. Sin embargo, algunos andlisis filogenéticos sugieren que las especies que
presentan distribuciones mas norteas (e. g. H. americana, H. vulnerata, H. cruentata)
son ancestrales con respecto a las especies del sur, lo que sugiere que el género tal vez
tenga un origen neartico (Vega-Sanchez et al. en prep). Otro problema interesante
dentro del género es la identificacion de las especies, debido a que muchas de éstas son
muy similares en coloracion y distribucion. Algunas de las estructuras mas importantes
para el reconocimiento taxonomico son los apéndices caudales, en el caso de los
machos, mientras que para las hembras son los interstenitos, estructuras que se localizan
en entre el meso y protorax (Garrison 1990).

En cuanto al sistema de apareamiento, Cordoba-Aguilar et al. (2009) sugieren que
Hetaerina presenta un sistema de apareamiento tipo lek, es decir, los machos defienden
territorios, donde se retnen, se exhiben y esperan el arribo de las hembras, mientras que
éstas solo llegan a estas areas con el propoésito de copular y no reciben otros recursos de

los machos (al menos no previamente a la copula). Este sistema se ha registrado en

13



Especiacién criptica en Hetaerina americana
Vega-Sanchez YM

varias especies del género: H. americana, H. vulnerata, H. occisa, H. miniata y H.
rosea (Alcock 1982; Eberhard, 1986; Lefevre y Muehter 2004; Raihani et al. 2008;
Peixoto y de Marco 2009).

Cuando los machos establecen territorios tipo leks, éstos exhiben una serie de vuelos
ritualizados en los que participan dos o mas machos del lek; estos vuelos pueden durar
desde segundos hasta horas (Johnson 1962, 1963; Alcock 1982; Lefevre y Muehter
2004; Contreras-Gardufio et al. 2008; Pexioto y de Marco 2009). La capacidad de
establecer un territorio, el tiempo de permanencia en éste y el éxito reproductivo de los
machos se ha relacionado positivamente con las reservas energéticas y el tamafio de los
individuos, asi como con el tamafio de las manchas alares (las cuales no varian a lo
largo de la vida de los organismos) (Grether 1996; 1996b; Switzer 1997; Cérdoba-
Aguilar et al. 2007; Serrano-Meneses et al. 2007; Contreras-Gardufio et al. 2008;
Raihani et al. 2008; Guillermo-Ferreira y Del-Claro 2011). Las manchas alares son
caracteres secundarios de seleccion sexual que han evolucionado por interaccion
macho-macho (durante los vuelos ritualizados) (Cordoba-Aguilar y Cordero-Rivera
2005) y el tamafio de éstas se ha relacionado con la respuesta inmunitaria asi como con

la capacidad de termorregulacion por parte de los machos y por lo tanto con su calidad

-y B)

| 9
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=R & - -
Figura 3. Hetaerina americana. A) Individuo macho de H. americana, se muestran las manchas alares color rojo
que son caracteristicas del género, ademas de la coloracion del torax y el abdomen. B) Mapa de distribucion potencial
para H. americana determinado con base a un analisis de modelaje de nicho ecoldgico (H. Rodriguez-Correa, sin
publicar).
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(Serrano-Meneses et al. 2007; Contreras-Garduiio et al. 2008; Pedraza-Hernandez
2010).

A pesar de que existen los vuelos ritualizados, éstos no estan asociados al cortejo per
se, ya que los vuelos representan interacciones entre machos y no constituyen un
despliegue hacia la hembra. Las hembras arriban a los leks y los machos las sujetan, por
lo que se ha sugerido que no hay eleccion de machos por parte de las hembras, sino de
territorios (en primera instancia), en relaciéon con que solo aquellos machos de mayor
calidad seran capaces de establecerse en un lek. Una vez que se establece el tandem, si
la hembra accede, ocurren las dos fases subsecuentes de la copula. En la primera, el
macho realiza la remociéon mecanica del esperma de los machos anteriores, lo que
basicamente sucede mediante movimientos ritmicos que retiran el semen de la bursa
copulatrix gracias a modificaciones en la cabeza del pene (Alcock 1982; Coérdoba-
Aguilar 2002). Sin embargo, el semen de la espermateca no puede ser removido
(Cérdoba-Aguilar 2003). La segunda fase consiste en la eyaculacion del macho que
generalmente dura unos pocos segundos; en promedio, el proceso total dura de cuatro a
cinco minutos (e. g. H. cruentata y H. vulnerata) (Alcock 1982; Cérdoba-Aguilar 1999;
2002; 2003; Cordoba-Aguilar et al. 2003). Al terminar la copula, el macho y la hembra
viajan en tdndem fuera del territorio en busca de sitios de oviposicion (excepto H.
rosea, la cual si defiende territorios que presentan sitios aptos para que la hembra
oviposite), para lo cual la hembra se sumerge completamente en el agua y fertiliza los
huevos mientras los deposita insertandolos en el tejido de plantas que se encuentran
sumergidas. Mientras la hembra oviposita, el macho permanece fuera del agua
resguardando a la hembra para evitar que otro macho la capture, copule con ella y
remueva su semen. El resguardo post-copula es comin en este género, asi como los

sitios de oviposicion comunales (e. g. H. americana, H. cruentata, H. titia, H.
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vulnerata) (Bick 1966; Alcock 1982; Cérdoba-Aguilar et al. 2007; 2009; Peixoto y de
Marco 2009; Guillermo-Ferreira y Del-Claro 2011).

Como parte de este sistema de apareamiento tan complejo, se han descrito ademas,
estrategias alternativas de apareamiento, es decir, que aquellos machos menos capaces
de establecer y mantener territorios, ya sea porque presentan baja cantidad de reservas o
porque la mancha alar es de menor tamafio, optaran por comportarse como individuos
no-territoriales. Se ha sugerido que estas estrategias dependen de las condiciones
ambientales, ya sea en funcion de la calidad y densidad de competidores y/o la cantidad
de sitios disponibles para establecerse (Serrano-Meneses et al. 2007; Raihani et al.
2008). Sin embargo, la base genética de estos rasgos nunca se ha analizado.

2.1.1. Hetaerina americana.

Hetaerina americana (Fig. 4a) es una de las especies mas estudiadas del género y ha
sido ampliamente utilizada como modelo en estudios conductuales (Johnson 1962,
1963; Bick y Sulzbach 1966; Grether 1996, b; Contreras-Garduio et al. 2008; Raihani
et al. 2008; Cordoba-Aguilar et al. 2009). Esta especie presenta un sistema de
apareamiento tipo lek con machos territoriales y no territoriales. Ademas, en H.
americana se ha descrito una tercera estrategia que consiste en machos que cambian
entre conductas territoriales y no territoriales (switchers); estos organismos presentan
condiciones intermedias en cantidad de reservas (Raihani et al. 2008).

Hetaerina americana presenta una de las distribuciones mas amplias en el género
(Fig. 4b), encontrandose desde Nicaragua hasta el sureste de Canadd, por lo que
aparentemente tiene una gran capacidad para colonizar una gran diversidad de habitats
que van desde los bosques de coniferas hasta las selvas tropicales. Se puede encontrar
en simpatria con otras especies del género y suele ser la mas abundante. Hetaerina

americana es variable morfoldégicamente en la forma de los apéndices caudales y en el
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tamano de la mancha alar y debido a esto se han descrito varias sinonimias (e. g. H.
pseudoamericana, H. texana, H. californica, etc.) (Garrison 1990).

A pesar de que la informacion acerca de los aspectos conductuales de esta especie es
extensa, hasta la fecha estudios en otros campos, como la genética, son limitados. Vega-
Sanchez (2013) realiz6 el tnico trabajo previo sobre genética de poblaciones para la
especie, en el cual analiz6 s6lo tres poblaciones utilizando como marcador genético tres
regiones del ADN ribosomal: el espaciador transcrito interno 1, el gen del ARN
ribosomal 5.8S y el espaciador transcrito interno 2 (ITS1-5.8S-ITS2). Las poblaciones
estudiadas se encuentran una en Colorado, EUA y dos en México; una en el estado de
Veracruz y otra en Oaxaca, con un promedio de nueve individuos cada una. Se encontr6
que existe una alta diferenciacion genética entre las tres poblaciones (®sr > 0.60; P
<0.001) y se sugiere que esto puede estar dado por la baja dispersion de los organismos
como resultado de su conducta territorial. Sin embargo, no se encontrd asociacion entre
las distancias genéticas y geograficas, sugiriendo que ademas de la conducta territorial,
otros factores como las barreras reproductivas, pueden estar influyendo en el
aislamiento genético, promoviendo la presencia de especies cripticas (Vega-Sanchez
2013). Ademas, algunos individuos de una misma poblacién (Veracruz) presentaron
distancias genéticas mayores entre ellos que con individuos de otras poblaciones. Con
base a lo anterior, se concluyd que es necesario aumentar el muestreo tratando de cubrir
la amplia distribucion de la especie.

Debido a la variacion en los apéndices caudales y a su posible importancia en el
proceso de reconocimiento, asi como el complejo sistema de apareamiento, y la alta
diferenciacion genética que existe entre algunas poblaciones, H. americana se vuelve un
sistema interesante para analizar los patrones de variacion genética poblacional y

contribuir a esclarecer la historia evolutiva de este grupo. Este es el primer estudio
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donde se analizan genética y morfolégicamente poblaciones de esta especie a lo largo

de toda su distribucion.
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I11. HIPOTESIS

Dada la alta diferenciacion genética previamente encontrada entre algunas
poblaciones de H. americana, la cual no esta asociada con la distancia geografica, se
espera que el aislamiento genético esté asociado con otros aspectos como puede ser la
presencia de barreras reproductivas. En este sentido, teniendo en cuenta la variacion
reportada en la morfologia de los apéndices caudales y su importancia en el aislamiento
reproductivo, se espera que haya una relacion entre las distancias genéticas (y por lo
tanto en la diferenciacion genética) y la variacion morfoldgica intra e interpoblacional
de estas estructuras en la especie. En tal caso, Hetaerina americana podria representar

un complejo de especies cripticas.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general.

* Analizar la variacidn y estructura genética de las poblaciones de H. americana
mediante marcadores moleculares nucleares y mitocondriales, y evaluar si existe
variacién morfologica en los cerci y si ésta esta asociada a los patrones genéticos.

4.1.1. Objetivos particulares.

* Determinar los valores de diversidad genética dentro de las poblaciones de H.
americana mediante microsatélites nucleares y secuencias mitocondriales.

* Determinar el nivel de estructuracion genética entre las poblaciones de H.
americana mediante microsatélites nucleares y secuencias mitocondriales.

* Determinar los tiempos de divergencia entre los haplotipos y asociarlos a
eventos geoldgicos-climaticos que pudieron promover la divergencia entre
poblaciones/haplotipos.

¢ Evaluar, mediante morfometria geométrica, si existe variacion en la forma de los

cerci de los machos.
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V.MATERIALES Y METODOS
5.1. Muestreo.

Se obtuvieron 220 adultos de H. americana, los cuales fueron colectados
directamente en el campo u obtenidos mediante donacién. En total, se obtuvieron
muestras de 31 localidades, las cuales se encuentran distribuidas en Guatemala, México
y Estados Unidos de América (EUA). Ademas, se obtuvieron secuencias de la region
mitocondrial Citocromo c¢ oxidasa I de la base de datos del Barcode of Life Data
(BOLD Systems) o iniciativa de Coédigo de Barras, las cuales provienen de 11
individuos de cinco localidades diferentes ubicadas en EUA y Canada. En total, 36

poblaciones fueron analizadas, las cuales incluyen de uno a 10 individuos (Fig. 5; Tabla

).

|

Figura 4. Ubicacién de las localidades de muestreo. Referencia geografica de 12 idades utilizadas en
este estudio. Los circulos representan localidades muestreadas por nuestro grupo de trabajo, los cuadrados
representan las localidades que fueron donadas y, los tridngulos representan las localidades a las que pertenecen las
secuencias obtenidas de la base de datos de BOLD Systems. En el mapa, la escala de coloracion gris representa la
altitud, siendo las areas mas obscuras las de mayor altitud.
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Para el andlisis filogenético, se obtuvieron secuencias de otras especies de
Hetaerina: H. laesa, H. sanguinea y H. titia, las cuales fueron usadas como grupos

externos (Tabla 1).

Tabla 1. Localidades de muestreo y especies utilizadas en este estudio.

Numero de acceso

Especie Localidad (abreviacion) Pais Longitud Latitud

N de GenBank/BOLD
Apazapan, Veracruz (Ve) México 9 -96.721044 19.327447
Arroyo Frio, Michoacan (AF) México 1 -101.45799 19.163265
Big Horn County, Montana (BHC) EUA 2 -107.45367 45.568608
Camichines, Nayarit (Ny) México 10 -104.688813 21.345635
gf;;fézrz‘c%‘haCén'G“am“Chﬂ’ México 1 -107.855344  25.048578
Chiapa de Corzo, Chiapas (CC) México 10 -93.013803 16.715415
Chupicuaro, Guanajuato (Cp) México 10 -100.687669 20.072121
Cocoyotla, Morelos (Co) México 10 -99.46094 18.75354
Comitancillo, Oaxaca (Cm) México 10 -95.167071 16.490491
Crawford County, Kansas (CrC) EUA 1 -94.65174 37.46924
Cuatro Ciénegas, Coahuila (Ct) México 10 -102.12426  26.92852
Douglas County, Misuri (DC) EUA 2 -92.18117 36.8493
El1 Borbollén, Guerrero (Bo) Meéxico 10 -99.21634 17.412114
El Fuerte, Sinaloa (EF) México 10 -108.621821 26.424746
Grand River, Ontario (GR) Canada 1 -80.348093  43.382217 TZBCAS527
La Mintzita, Michoacan (Mn) México 10 -101.274796 19.645084
Larimer County, Colorado (LC) EUA 9 -105.019276 40.557465
o ameriear (L;I‘;Z‘;ln County, Nuevo México  pijn 5 105.439 33.526 BBODO017-018
Maury County, Tennessee (MC) EUA 2 -86.87155 35.571
Momax, Zacatecas (Mo) México 10 -103.31071 21.94449
Nuevo Recuerdo, Chiapas (NR) México 10 -91.99499 15.90103
Ozark County, Misuri (OC) EUA 2 -92.28699 36.73524
Puente Madera, Chiapas (PM) México 2 -93.33325 15.76587
Rio Chonchos, Chihuahua (RCh) México 8 -105.187726 27.71242
Rio Cuyamiapa, Chiapas (RC) México 1 -92.437407 15.117529
Sacapulas, Quiché (SG) Guatemala 10 -91.089086 15.290081
San Agustin, Hidalgo (SA) México 4 -98.6425 20.52911
San Marcos, Puebla (SM) México 10 -97.87192 20.39233
San Nicolas, Sonora (SN) México 10 -109.191303 28.429343
Saugeen River, Ontario (SR) Canada 1 -81.353847 44.41793 ODRMAO006
Searcy County, Arkansas (SC) México 2 -92.74495 35.98511
Tomochic, Chihuahua (To) México 2 -107.853641 28.353155
Urban Park, Ontario (UP) Canadda 4 -79.183184  43.83428 RBINA5564
Villaldama, Nuevo Leén (Vi) México 10 -100.43224  26.49984
Yavapai County, Arizona (Ar) EUA 6 -112.024376 34.527138 ;gg?;gifé6278’ 730,
Zaragoza, Coahuila (Za) México 10 -100.91071 28.48658
H. titia Puente Madera, Chiapas (PM) México 2 -93.33325 15.76587
H. sanguinea Reserva Tanshiyacu-Tahuayo Pera 1 -73.402 -4.57 KF369395.1
H. laesa Sipaliwini (Su) Surinam 1 KF369394

22



Especiacién criptica en Hetaerina americana
Vega-Sanchez YM

5.2. Métodos de laboratorio.
5.2.1. Extraccion de ADN.

El ADN fue extraido a partir de fibras de musculo toracico (2 mm) utilizando el kit
Pure Link Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), siguiendo el protocolo de fabrica. Se
corrobor6 la extraccion visualizando 2 pl de ADN diluido en un gel de agarosa al 1.5%
tefiido con Syber Safe (Invitrogen), el cual se corrido a 120 volts durante 20 minutos
utilizando como buffer TBE al 0.5%.

5.2.2. Amplificacion y secuenciacion del ADN mitocondrial.

Se amplificé por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases (pb) del gen
mitocondrial Citocromo ¢ oxidasa 1 (COI) utilizando los oligonucledtidos
ODO_LCO1490d y ODO HCO2198d (Dijkstra et al. 2014). Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 25 pl usando Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen). Las
reacciones de PCR se llevaron acabo en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: tres minutos a una temperatura de 94 °C, seguido de 30-35 ciclos de un
minuto a 94 °C, un minuto a 50-58 °C y un minuto a 72 °C, con una extension final de
tres minutos a 72°C. Las temperaturas de alineamiento asi como el numero de ciclos
variaron de acuerdo a la calidad de ADN utilizado. La secuenciacion se realizd en la
empresa Macrogen (Rockville, MD, EUA).

5.2.3. Amplificacion de microsatélites nucleares.

Se amplificaron seis loci de microsatélites (H3, H8, HI11, H15, H17 y H22)
previamente descritos para H. americana (Anderson y Grether 2013). Las PCR se
realizaron con Platinum Multiplex PCR Master Mix (Applied Biosystems) con un

volumen final de 10 pl. Se hicieron tres grupos de oligonucledtidos dependiendo del
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tamafio de los fragmentos amplificados y el tipo de marca fluorescente. El primer grupo
estuvo conformado por los loci H8, H11 y H22; el segundo grupo por H15 y H17; y el
locus H3 se amplifico por separado. La amplificacion se realizé en un termociclador
bajo las siguientes condiciones: tres minutos a 94°C, seguido de 30-35 ciclos de un
minuto a 94°C, un minuto a 54-58°C, y un minuto a 72°C; con una extension final a
72°C por tres minutos. Las temperaturas de alineamiento y el nlimero de ciclos variaron
dependiendo de la especificidad de cada par de oligonucledtidos asi como a la calidad
del ADN utilizado. Una vez obtenidos los productos de PCR de cada individuo, se
prepar6 una mezcla de 9 pl de formamida altamente desionizada (Hi-Di) mas 0.3 pl de
Liz GeneScan 600 (Qiagen) como marcador de peso molecular y 1 pl de producto de
PCR. La mezcla se analizé en un secuenciador ABI-PRISM 3100-Avant (Applied
Biosystems). El tamafio de los fragmentos fue asignado en el software Peak Scanner
v.2.0 (Applied Biosystems).

5.3. Analisis de las secuencias del ADN mitocondrial.

Se realizaron alineamientos manuales por poblacion usando el software MEGA v.6.0
(Tamura et al. 2013); después se realiz6é un alineamiento general que incluia todas las
secuencias. Se determinaron los modelos de evolucion molecular para los diferentes
conjuntos de datos, es decir, para las secuencias de H. americana, y para el
alineamiento que incluia a los grupos externos, esto se realizd con la ayuda del
programa jModelTest v.2 (Darriba et al. 2012) tomando en cuenta el criterio de Akaike
(AIC) para seleccionar el modelo de evolucion.

5.3.1. Estimacion de diversidad y diferenciacion genética.

Se estimaron los valores de diversidad genética calculando el nimero de haplotipos

(h), la diversidad nucleotidica (m) y la diversidad haplotipica (Hd) (Nei 1987). Ademas,

se realizaron pruebas de neutralidad mediante la D de Tajima (Tajima 1989) y el F's de
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Fu (Fu 1997), utilizando el programa DNAsp v.5 (Librado y Rozas 2009). Estos analisis
fueron realizados para todo el conjunto de datos, por poblaciéon y para los haplogrupos
(ver mas adelante).

Se realizaron andlisis de diferenciacion genética mediante analisis de varianza
molecular (AMOVA) con el software Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer 2010)
tomando en cuenta las diferencias pareadas para generar la matriz y realizando 1000
permutaciones. Estos andlisis se realizaron para todos los datos, entre poblaciones y
entre los haplogrupos (ver mas adelante).

5.3.2. Relaciones filogenéticas entre los haplotipos.

Se realizé una red de haplotipos con base en parsimonia estadistica con un 95% de
probabilidad de conexion, en el programa TCS v.1.2.1 (Clement et al. 2000).

Ademas, se estimaron las relaciones filogenéticas entre los haplotipos en el programa
MrBayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012), utilizando tres especies de Hetaerina como
grupos externos (H. laesa, H. sanguinea y H. titia). Se realizaron dos analisis
independientes empleando cuatro cadenas, una fria y tres calientes. Se corrieron 50
millones de generaciones muestreando cada 1000 generaciones con base en el modelo
de evolucion molecular GTR+GI, resultante del analisis realizado en jMoldeTest. La
convergencia de los valores de probabilidad se evalud, hasta alcanzar el valor de
convergencia menor a 0.01 y se descart6 el 25% de las corridas (burn-in) para obtener el
arbol consenso de mayoria; el arbol fue visualizado en FigTree v.1.4.1
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

5.3.3. Estimacion de tiempos de divergencia.

Para determinar el tiempo de divergencia entre los diferentes haplotipos se utiliz6 el

programa Beast v.1.8.2 (Drummond et al. 2012). Se realizaron tres corridas

independientes de 50 millones de generaciones cada una, muestreando cada 5000
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generaciones, con base en un modelo de reloj relajado lognormal no correlacionado,
bajo el modelo de especiacion Yule Process y el modelo de mutacion TrN93+G+I.

Se utilizé un punto de calibracidon secundario, el cual representa el tiempo estimado
de divergencia del género Hetaerina (61.1 + 1.2 millones de afos; Ma) (Dumont et al.
2005), usando una distribucion normal en estos datos. Ademas, se us6 una tasa de
mutaciéon de 2.0-3.1% de divergencia por linaje por millon de afios para COI
previamente reportada para odonatos, con una distribucion uniforme (Kiyoshi y Sota
2006; Papadopoulou et al. 2010). Estos andlisis se corrieron en el servidor del CIPRES
Gateway (Miller et al. 2010) y los resultados fueron combinados en el programa
LogCombiner v.1.8.1 (Drummond et al. 2012). Los valores de ESS (tamafo efectivo de
la muestra) fueron revisados en el programa Tracer v.1.6 (Rambaut y Drummond 2007)
para analizar la robustez de las tres corridas independientes y combinadas. El arbol fue
obtenido en el programa TreeAnnotator v.1.8.1 (Drummond et al. 2012) y visualizado
en FigTree v.1.4.2.

5.4. Analisis de los datos de microsatélites.
5.4.1. Estimacion de diversidad genética.

Para cada poblacion se estimd el promedio del numero de alelos y de Ia
heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), asi como el coeficiente de endogamia
(F), con el programa GenAlEx (Peakall y Smouse 2012), utilizando todos los loci.
Ademas, se estim6 la riqueza alélica (AR) rarefaccionada al nimero de muestra de cada
poblacion, esto se realizo en el programa SPAGeDi v.1.4 (Hardy y Vekemans 2002).

5.4.2. Analisis de diferenciacion genética.

Se realiz6 un analisis bayesiano de agrupamiento en el programa STRUCTURE

v.2.3.4 (Falush et al. 2003) con base en los modelos ‘admixture’ y ‘correlated

frequencies’, sin utilizar la informacion sobre la poblacion de origen de los individuos.
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Se hicieron diez corridas para cada valor de K, con 10 iteraciones cada una y un burn-in
de 10000 pasos y cadenas de un tamafio de 100000 pasos. El nimero mas probable de
grupos genéticos se determino usando el método de Evanno (AK) (Evanno et al. 2005) y
fue calculado en la pagina de internet de STRUCTURE HARVESTER (Earl y vonHoldt
2012) (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/). Con el fin de determinar
subestructuracion adicional, para cada uno de los grupos genéticos detectados (ver
resultados), se hizo otro andlisis de agrupamiento usando los pardmetros descritos
arriba.

Por otro lado, se realizaron varios andlisis de varianza molecular (AMOVA) para
determinar la variacion y diferenciacion genética (®st) entre las poblaciones asi como
entre los subgrupos genéticos obtenidos con el programa STRUCTURE, estos analisis
se realizaron en el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer 2010).

5.5. Datos morfoldgicos.
5.5.1. Morfometria geométrica del cercus superior derecho.

Se tomaron fotografias de los cerci superiores, de 101 machos con ayuda de un
microscopio estereoscopico con una referencia de escala. En cada imagen, se sobrepuso
un ‘abanico’ sobre el cercus superior derecho para tener una referencia al colocar los
semilandmarks (ver mas adelante), mediante el programa MakeFan v.6 (Zelditch et al.
2012). Después, se digitalizaron coordenadas x, y en seis puntos homoélogos del cercus
superior derecho (i. e. landmarks sensu Bookstein 1991) y 22 semilandmarks usando el
programa TpsDig v.2 (Rohfl 2004). Estas marcas anatomicas (i. e. landmarks y
semilandmarks), describen la forma del contorno del cercus superior derecho en una
vista dorsal (Fig. 6). Una vez que los landmarks y semilandmarks fueron colocados, se
realizd una superimposicion tipo Procrustes usando el programa CoorGen v.7 (Zelditch

etal. 2012).
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Una vez obtenidas las coordenadas, éstas se utilizaron como variables morfolégicas,
las cuales se sometieron a un andlisis candnico discriminante en el programa JMP® v.9
(SAS Institute Inc) usando como criterios de agrupamiento los grupos genéticos
obtenidos tanto con los marcadores nucleares como con los mitocondriales.

Para visualizar la variacion de la forma de los cerci tomando como referencia los
grupos genéticos nucleares, realizamos un andlisis de placas delgadas en Tgroup v.7
(Zelditch et al. 2012), lo cual permite visualizar graficamente, a través de una gradilla

de deformaciodn, la direccion y magnitud de los cambios morfologicos entre los grupos.

Figura 5. Morfometria geométrica de los cerci. Posicion del ‘abanico’ asi como de los landmarks (circulos
rojos) y semilandmarks (circulos azules) en el apéndice caudal superior derecho.
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VI. RESULTADOS
6.1. Analisis del ADN mitocondrial.
6.1.1. Diversidad genética y pruebas de neutralidad.

Se obtuvieron 216 secuencias para 31 poblaciones, con una longitud de 631 pares de
bases alineadas del gen COI. El numero total de haplotipos fue de 61 con una diversidad
haplotipica promedio (Hd) de 0.82 (DE 0.02), siendo la poblacién de Comitancillo la
cual present6 el valor mas alto (0.97, DE= 0.06) mientras que las poblaciones de
Apazapan, Canadd, Norte de Centroamérica y San Marcos presentaron los valores
menores (0, DE=0). Por otro lado, la diversidad nucleotidica promedio (7) fue de 0.015,
siendo la poblacion de Zaragoza la que present6 el valor mayor (0.018257, DE= 0.010),
mientras que las poblaciones de Apazapan, Canad4, Norte de Centroamérica y San
Marcos presentaron los valores menores (0, DE=0).

Las pruebas de neutralidad muestran que so6lo las poblaciones de Cocoyotla y
Momax presentan valores negativos y significativos para ambas pruebas (D de Tajima y
Fs de Fu), por lo que se sugiere que éstas han pasado por un proceso selectivo, mientras
que en el resto de las poblaciones la variacion observada no se desvia de la neutralidad.
Los valores de diversidad asi como los resultados de las pruebas de neutralidad por
poblacion se presentan en la tabla 2; cabe mencionar que algunas poblaciones fueron
agrupadas con base a la distancia entre las poblaciones al realizar los analisis, esto

debido al tamafio de muestra (ver tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genética del ADN mitocondrial y pruebas de neutralidad.

Localidad N h Hd (DE) n (DE) D de Tajima Fs de Fu
Apazapan, Veracruz 9 1 0(0) 0(0) 0 0
El1 Borbollon, Guerrero 10 1.76 0.76 (0.13) 0.006921 (0.004)  -1.81742%** 1.07182
Camichines, Nayarit 10 1.53 0.53 (0.18) 0.002357 (0.002)  -1.83913** -0.17467
Canada 6 1 0(0) 0(0) 0 0
Chiapa de Corzo, Chiapas 10 1.73 0.73 (0.10) 0.015638 (0.009) 2.14702 5.25295
Chihuahua 10 1.32 0.53 (0.18) 0.002020 (0.002)  -1.79631** -0.49677
Chupicuaro, Guanajuato 8 1.64 0.64 (0.18) 0.002044 (0.002) 0.20364 -0.84351
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Cocoyotla, Morelos 10 1.78 0.78 (0.14) 0.001684 (0.001) -1.74110%* -3.8770%*
Comitancillo, Oaxaca 9 197 0.97 (0.06) 0.008698 (0.005)  -1.78825%* -2.62984
Cuatro Ciénegas, Coahuila 10 138 0.38 (0.18) 0.000673 (0.001) -1.40085 -1.16394*
Michoacan 11 1.6 0.60 (0.15) 0.001592 (0.001) -0.26331 -0.85694
Momax, Zacatecas 10 1.67 0.67 (0.16) 0.001684 (0.001)  -1.74110%** -2.2598%**
Norte de Centroamérica 12 1 0(0) 0(0) 0 0
Nuevo Recuerdo, Chiapas 10 1.76 0.76 (0.13) 0.014366 (0.008) 0.9732 3.11897
San Agustin, Hidalgo 4 1 0.83 (0.22) 0.002806 (0.002) 0.16766 -0.13331
San Marcos, Puebla 10 1.83 0(0) 0(0) 0 0

San Nicolas, Sonora 10 1.67 0.67 (0.16) 0.002020 (0.002)  -1.79631** -1.8027*
Sinaloa 11 1.62 0.62 (0.10) 0.013590 (0.008) 1.75048 7.53769
EUACE 9 1.26 0.69 (0.15) 0.004022 (0.003) -0.32331 0.7754
EUACN 10 1.305 0.51 (0.16) 0.000935 (0.00) -0.69098 -0.59381
EUASO 8 1.4 0.64 (0.18) 0.001684 (0.001) -1.53470%* -1.23563
Villaldama, Nuevo Leon 10 193 0.93 (0.06) 0.013618 (0.008) 0.67767 0.38293
Zaragoza, Coahuila 10 1.96 0.96 (0.06) 0.018257 (0.010) -0.04985 -0.13057
Haplogrupo amarillo 2 2 1.00 (0.50) 0.001684 (0.001) 0 0
Haplogrupo azul 22 9 0.77 (0.08) 0.002128 (0.001) -1.63566* -5.11524**
Haplogrupo rojo 70 23 0.67 (0.06) 0.004612 (0.002) -1.54153* -12.7535%*
Haplogrupo verde 122 27 0.56 (0.06) 0.001504 (0.001) -2.35310%* -340.200**

N= Tamaifio de la muestra; h= Riqueza de haplotipos rarefaccionada; Hd= Diversidad haplotipica; © = Diversidad
nucleotidica. * P < 0.05, **P < 0.02. Canada= incluye las poblaciones GR, SR y UP. Chihuahua= incluye las
poblaciones To y RCh. Michoacan= incluye las poblaciones de Mn y AF. Sinaloa= incluye las poblaciones EF y Cu.
EUACE= incluye las poblaciones SC, CrC, MC, DC y OC. EUACN= incluye las poblaciones LC y BHC. EUASO=
Incluye las poblaciones Ar y NM.

6.1.2. Relaciones entre los haplotipos.

La red de haplotipos basada en parsimonia estadistica muestra cuatro haplogrupos
principales (de ahora en adelante me referir¢ a ellos de acuerdo al color: amarillo, azul,
rojo y verde) (Fig. 7). El haplogrupo representado en color verde incluye al haplotipo
HO el cual presenta la frecuencia mas alta (81 individuos). Este haplogrupo ademas
incluye 26 haplotipos los cuales en su mayoria s6lo se presentan en un individuo y estan
separados por uno a cuatro pasos mutacionales del haplotipo H9. Este haplogrupo esta
distribuido desde el norte de México hasta Guatemala y est4 representado en 20 de las
poblaciones analizadas. El segundo haplogrupo representado en color rojo, se conecta al
primer haplogrupo a través de 10 pasos mutacionales (Fig. 7). En este haplogrupo
también existe un haplotipo con una frecuencia muy alta (H2, presente en 40
individuos), ademas de varios haplotipos unicos. La distribucion geografica de este

haplogrupo va desde Canada hasta el norte de México y se encuentra representado en 19
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poblaciones. Este haplogrupo se encuentra relacionado con un tercer haplogrupo,
representado en azul, el cual se encuentra distribuido exclusivamente en tres
poblaciones del sur de México (Oaxaca y Chiapas). Finalmente, se encontré un cuarto
haplogrupo, representado en color amarillo, el cual solo estuvo representado por dos
individuos de la poblacion de Zaragoza en Coahuila, México. Este grupo no se conecta
con la red principal.

En cuanto a las relaciones filogenéticas de los 61 haplotipos, el arbol consenso (Fig.
8) muestra baja resolucion y aunque se pueden separar los diferentes haplogrupos
encontrados en la red de haplotipos, s6lo los haplogrupos representados en verde y

amarillo son monofiléticos (Fig. 8), mientras que los haplogrupos representados en rojo

y azul no se recuperan como monofiléticos.

Figura 6. Red de haplotipos. Red con base a parsimonia estadistica y distribucion geografica de los 61
haplotipos encontrados en H. americana. En la red se sefiala el nombre del haplotipo asi como su frecuencia; los
haplotipos que no presentan niimero tienen frecuencia de uno, cada linea representan un paso mutacional de distancia
y el punto negro representa un haplotipo no muestreado. Las graficas de pastel representan la frecuencia de los
haplotipos en cada poblacion y el tamafio de la grafica es proporcional al tamafio de muestra. En el mapa, la escala de
coloracion gris representa la altitud, siendo las areas mas obscuras las de mayor altitud.
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Figura 7. Relaciones filogenéticas de los haplotipos. Anélisis bayesiano de las relaciones entre los haplotipos,

se muestran los valores de probabilidad posterior superiores a 0.5. El color de los haplotipos representa al
haplogrupo al cual corresponden.

6.1.3. Estructura genética.

La diferenciacion genética global fue alta y significativa (®sr = 0.65, P <0.001),
encontrandose el mayor porcentaje de variacion entre poblaciones. Por otro lado, al
agrupar a los individuos de acuerdo con los diferentes haplogrupos que se recuperaron
en la red de haplotipos, también se encontré una estructura genética muy alta (Ocr =

0.89, P <0.0001) con el mayor porcentaje de variacion entre grupos (Tabla 3).
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Tabla 3. Diferenciacion genética con base al ADN mitocondrial.

Grupos Fuente de variacion d. f. 00 Comp()flentes de Porce.n ta_]re de
cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 35 682.75 3.02 65.34 Dg1=0.65*
Global
Dentro de las 180 288.38 1.60 34.66
poblaciones
Total 215 971.12 4.62 Dgr=0.65*
Entre grupos 3 762.37 6.55 88.91 Dc1=0.89*
Haplogrupos | nire poblaciones 25 64.29 0.28 3.87 Dgc=0.35*
plogrup dentro de los grupos : : : sc
Dentro de 176 93.60 0.53 7.22
poblaciones
Total 204 920.25 7.37 Ogr= 0.93*

d.f. = grados de libertad. * P < 0.0001.

6.1.4. Tiempos de divergencia.

Los tiempos de divergencia de los diferentes haplotipos se muestran en la figura 9.
Este arbol difiere al obtenido con MrBayes (Fig. 8; no datado) debido a que el analisis
en el programa BEAST necesita obtener un arbol resuelto para poder hacer la
estimacion del tiempo de divergencia, por lo que la monofilia entre los haplotipos es
obligada, sin embargo aunque estos arboles difieren, se recuperan los mismos
haplogrupos. La divergencia de los dos clados principales (verde/amarillo-rojo-azul;
Fig. 9) fue estimada en 3.03 Ma. El proceso de diversificacion del haplogrupo
representado por el color verde se estimé en 1.03 Ma. Por otro lado, el clado que
incluye los haplogrupos representados en rojo, azul y amarillo, empezo a diversificarse

hace 1.67 Ma.
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Figura 8. Tiempos de divergencia entre los haplotipos. Se muestran los tiempos de divergencia entre los
diferentes haplogrupos. Se muestran los valores de probabilidad posterior mayores a 0.50. Las barras azules
representan el intervalo de tiempo de cada nodo. Se muestra una escala de tiempo con lineas que dividen el arbol
cada 10 millones de afios, ademas se sefialan los diferentes periodos geologicos.

6.2. Analisis de los microsatélites nucleares.
6.2.1. Diversidad genética.
Los microsatélites revelaron baja diversidad genética: en promedio 1.3 alelos por
locus. Las poblaciones de Cocoyotla y Zaragoza presentaron los valores mas altos de
diversidad en cuanto al namero de alelos (3.00, DE= 0.62; 3.00, DE= 0.37

respectivamente), mientras que las poblaciones de Sacapulas y Tomochic presentaron
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los valores mas bajos (1.00, DE=0 para ambas poblaciones). Los valores de diversidad

para cada poblacion se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Diversidad genética estimada mediante seis loci de microsatélites nucleares.

Localidad N NA(EE) NAEMDE) AR(K=2) He(DE) Ho (DE) F (DE)
Apazapan, Veracruz 9 2.67 (0.49) 2.02 (0.33) 1.45 0.45 (0.11) 0.15 (0.09) 0.72 (0.14)
El Borbolldn,

Guerrero 10 2.33(0.49) 1.58 (0.26) 1.3 0.30 (0.11) 0.25 (0.09) 0.08 (0.05)
Camichines, Nayarit 10 2.67 (0.56) 1.58 (0.27) 1.3 0.30 (0.11) 0.10 (0.05) 0.56 (0.13)
Chiapa de Corzo,

Chiapas 10 2.83 (0.40) 1.86 (0.21) 1.45 0.45 (0.06) 0.25 (0.08) 0.33 (0.20)
Chupicuaro,

Guanajuato 10 2.17(0.31) 1.42 (0.17) 1.26 0.27 (0.08) 0.07 (0.03) 0.59 (0.18)
Cocoyotla, Morelos 10 3.00 (0.62) 1.90 (0.39) 1.36 0.36 (0.14) 0.37 (0.14)  -0.07 (0.08)
Costa de Chiapas 2 1.50 (0.22) 1.37 (0.17) 1.28 0.28 (0.13) 0.33(0.18)  -0.56 (0.16)
Cuatro Ciénegas,

Coahuila 10 1.50(0.22) 1.36 (0.20) 1.2 0.20 (0.10) 0.27 (0.18)  -0.08 (0.41)
Maury County 2 1.16 (0.17) 1.10 (0.10) 1.08 0.08 (0.08) 0.08 (0.08)  -0.33 (0.08)
Michoacan 11 2.33(0.49) 1.55 (0.24) 1.29 0.29 (0.11) 0.31(0.13)  -0.01 (0.17)
Momax, Zacatecas 10 2.50(0.43) 1.58 (0.30) 1.29 0.29 (0.11) 0.19 (0.07) 0.21 (0.11)
Nuevo Recuerdo,

Chiapas 10 2.67(0.49) 1.65 (0.20) 1.36 0.36 (0.10) 0.24 (0.12) 0.28 (0.23)
Oaxaca 11 2.83(0.48) 1.50 (0.21) 1.29 0.29 (0.09) 0.26 (0.13) 0.26 (0.22)
Rio Chonchos,

Chihuahua 8 1.17 (0.17) 1.02 (0.02) 1.02 0.02 (0.02) 0.02 (0.02) -0.07 (0.02)
Sacapulas, Guatemala 10  1.00 (0.26) 0.85 (0.17) 0.02 (0.02) 0.02 (0.02) -0.05(0.02)
San Agustin, Hidalgo 4 1.83 (0.40) 1.47 (0.22) 1.27 0.27 (0.12) 0.21 (0.10) 0.10 (0.16)
San Marcos, Puebla 10 1.83 (0.40) 1.27 (0.16) 1.17 0.17 (0.09) 0.25(0.16)  -0.40 (0.21)
San Nicolas, Sonora 10 1.67 (0.56) 1.09 (0.26) 0.16 (0.09) 0.12 (0.07) 0.12 (0.16)
Sinaloa 11 2.67(0.42) 1.84 (0.23) 1.42 0.42 (0.11) 0.30 (0.11) 0.25 (0.19)
Tomochic, Chihuahua 2 1.00 (0) 1.00 (0) 1 0.00 (0.00) 0.0 (0.00)

EUACE 7 1.16 (0.17) 1.05 (0.05) 1.04 0.04 (0.04) 0.00 (0.00) 1.00 (0.04)
EUACN 11 2.33(0.33) 1.19 (0.06) 1.16 0.16 (0.04) 0.17 (0.05) -0.09 (0.03)
Villaldama, Nuevo

Ledn 10 1.33(0.21) 1.12 (0.80) 1.09 0.09 (0.06) 0.03 (0.03) 0.44 (0.32)
Zaragoza, Coahuila 10 3.00(0.37) 2.22 (0.23) 1.55 0.55 (0.05) 0.25 (0.07) 0.49 (0.18)

N= Tamafio de la muestra NA= Numero de alelos; NAE= Numero efectivo de alelos; AR= Riqueza de alelos
corregida por el tamafio de muestra; Ho= Heterocigocidad observada; He= Heterocigocidad esperada corregida por el
tamafio de muestra; F= Coeficiente de endogamia. Costa de Chiapas= incluye las poblaciones PM y RC. Michoacan=
incluye las poblaciones Mn y AF. Oaxaca= incluye las poblaciones de Cy y Cm. EUACE= incluye las poblaciones de
CrC, SC, DC y OC. EUACN= incluye las poblaciones de LC y BHC.

Para algunas poblaciones se encontraron coeficientes de endogamia positivos y
significativos para mds de dos locus (Zaragoza, Momax, Chupicuaro, Camichines,

Veracruz y Oaxaca) lo que indica un exceso de homocigos en la poblacion y por lo
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tanto desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg. Por otro lado, no se encontro
desequilibrio de ligamiento entre ninglin par de loci.
6.2.2. Diferenciacion genética.
Los andlisis de variacion genética (AMOV A) mostraron que existe mayor variacion
entre las poblaciones que dentro de éstas, encontrdndose un valor general de st de

0.51 (Tabla 5).

Tabla S. Analisis de estructura genética con base a los microsatélites nucleares.

Grupos Fuente de variacion d. f. 00 Compoglentes Porce‘n ta_]re
cuadrados de varianza de variacion
Entre poblaciones 23 181.61 0.43 51.16 Ogp=0.51**
Dentro de las
Global poblaciones 392 162.32 042 4854
Total 415 343.94 0.85 Dgr=0.51**
Entre grupos 1 90.97 0.53 45.36 DOcr=0.45%*
Entre grupos )
asignados por ~ Entre poblaciones 30 137.44 0.34 28.77 Dgc=0.53%*
STRUCTURE  dentro de los grupos
(K=2) para )
toda la Dentro de poblaciones 384 115.52 0.30 26.86
muestra.
Total 415 343.94 1.16 Dgr=0.74%*
Entre grupos 1 74.90 0.50 50.40 DOcr=0.50**
Entre grupos Entre poblaciones
. = k%
asignados Por  gentro de los arupos 24 24.56 0.05 5.19 Dsc=0.10
STRUCTURE
(K=2)para  pentro de poblaciones 282 122.95 0.44 44 .41
GG1
Total 307 222.41 0.98 Dgr=0.56%*
Entre grupos 1 20.58 0.30 26.95 DOcr=0.27*
Entre grupos Entre poblaciones
. = k%
asignados POr  gentro de los arupos 11 29.95 0.30 27.24 D5c=0.38
STRUCTURE
(K=2)para  Dpentro de poblaciones 95 47.88 0.50 45.63
GG2
Total 107 98.41 1.10 Dgr=0.54%*

d. f.= grados de libertad. *P <0.01; **P <0.0001.

Por otro lado, el analisis bayesiano realizado en STRUCTURE identific6é dos grupos
genéticos principales (K=2) (Fig. 10), los cuales tienen una alta diferenciacion genética
(®cr=0.45, P <0.001) (Tabla 5). El primer grupo genético (GG1 de ahora en adelante,

representado en color azul) se encuentra distribuido principalmente desde EUA hasta el
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Sur de México en Chiapas, mientras que el segundo grupo (GG2, representado en color
verde) se encuentra en la poblacion de Guatemala (poblacion que se encuentra mas al
sur), en dos poblaciones de Chiapas, en las poblaciones que se distribuyen en la planicie
costera del Golfo de México (Veracruz, San Marcos), en las poblaciones mas nortefias
de México (Cuatro Ciénegas y Zaragoza), asi como la poblacion de la costa pacifico en
el norte de México (El Fuerte). Es importante mencionar que hay seis poblaciones
cuyos individuos tienen proporciones similares de pertenencia a cada uno de los grupos
genéticos, indicando que estas poblaciones estdn mezcladas (Nuevo Recuerdo, Chiapa
de Corzo, Oaxaca, Veracruz, Zaragoza y Sinaloa).

Al analizar la subestructura genética en cada uno de estos dos grupos principales, se

detectaron otros dos subgrupos dentro de cada grupo principal (K=2). Dentro del GG1

Chis C

Figura 9. Anailisis bayesiano en STRUCTURE. Proporciones de asignacion para las poblaciones de H.
americana para K=2. Los individuos son representados por las barras horizontales las cuales estan particionadas en
K grupos, la coloraciéon de cada barra representa la proporcion estimada de pertenencia a cada grupo genético; las
lineas negras separan los sitios de colecta. Las graficas de pastel representan la proporcion y distribucion de los dos
grupos genéticos dentro de las poblaciones. El tamafio de la grafica de pastel representa el tamafio de muestra
analizado. En el mapa, el color gris obscuro representa las altitudes mayores.
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encontramos una alta estructura genética entre los dos subgrupos (®@c1= 0.50 P <0.0001)
relacionada a la distribucién geogréfica de las poblaciones. Las poblaciones del norte
(EUACE, EUACN, Maury County, Tomochic, San Nicolas, Sinaloa, Rio Chonchos y
Villaldama) presentan genotipos del grupo genético GGlA, mientras que las
poblaciones del centro y sur de México presentan genotipos del GG1B (excepto la
poblacion de Zaragoza, Coahuila), sin embargo, existe mezcla en algunas poblaciones
(Fig. 11).

Dentro del segundo grupo (GG2), también se encontraron dos subgrupos genéticos
altamente diferenciados (K=2) (®c1=0.27, P <0.01), también asociados con la

distribucion geografica, pero con un mayor grado de mezcla entre los grupos (Fig. 12).

Figura 10. Analisis bayesiano en STRUCTURE dentro del grupo GG1. Probabilidades de asignacion para las
poblaciones que presentan el grupo genético GG1 para K=2. Los individuos son representados por las barras
horizontales las cuales estan particionadas en K grupos, la coloracion de cada barra representa la proporcion estimada
de pertenencia a cada grupo genético; las lineas negras separan los sitios de colecta. Las graficas de pastel representan
la proporcion y distribucion de los dos grupos genéticos dentro de las poblaciones. Se recuperan dos grupos GG1A y
GG1B. En el mapa, el color gris obscuro representa a las altitudes mayores.
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Figura 11. Analisis bayesiano en STRUCTURE dentro del grupo GG2. Probabilidades de asignacion para las
poblaciones que presentan el grupo genético GG2 para K=2. Los individuos son representados por las barras
horizontales las cuales estan particionadas en K grupos, la coloraciéon de cada barra representa la proporcion
estimada de pertenencia a cada grupo genético; las lineas negras separan los sitios de colecta. Las graficas de pastel
representan la proporcion y distribucion de los dos grupos genéticos dentro de las poblaciones. Se recuperan dos
grupos GG2A y GG2B. En el mapa, el color gris obscuro representa a las altitudes mayores.

6.3. Variacion morfologica.
6.3.1. Forma del cercus superior derecho.

En el andlisis de discriminantes, utilizando como criterio de agrupamiento los grupos
genéticos obtenidos mediante el anélisis bayesiano de los microsatélites nucleares (GG1
o GG2) y a los haplogrupos mitocondriales (rojo, verde, azul o amarillo), se encontrd
que existen dos grupos principales que presentan formas diferentes en los cerci (Fig. 13)
(Wilk’s Lambda= 0.00015; P <0.0001). Cada uno de los grupos detectado coincide con
los grupos genéticos nucleares asignados por STRUCTURE, es decir, todos los
individuos del GG tienen una forma de cercus que es diferente de la forma del cercus
de todos los individuos que pertenecen al grupo GG2. Por lo que, de ahora en adelante,

nos referiremos a estos grupos morfolégicos-genéticos como GGl y GG2.
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Adicionalmente, hay subestructuracion morfolégica dentro del GG1 la cual concuerda
con el haplogrupo que presenta cada individuo, es decir, se reconocen tres subgrupos
(verde, rojo y azul) (Fig. 13). Por otro lado, dentro del GG2 no se presenta este patron,
ya que existe un traslape entre los individuos que presentan los diferentes haplotipos
(Fig. 13).

Al realizar otro analisis de discriminantes por separado para cada uno de los grupos
anteriores (GGl y GG2), y de nuevo teniendo como variable categdrica el grupo
genético asignado por STRUCTURE (GGIA o GG1B; GG2A o GG2B) vy el haplotipo

que presentan (amarillo, azul, rojo o verde), encontramos que hay otra subdivision
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Figura 12. Analisis de discriminantes para la forma del apéndice caudal. Se observan dos grupos
principales, los cuales corresponden con los grupos genéticos nucleares (lineas punteadas). Los cuadrados
representan los individuos que pertenecen al GG1, los circulos representan a los individuos que pertenencen al GG2
y los asteriscos son individuos que presentan menos del 0.90 de proporcion de pertenencia a algiin grupo genético. El
color de las figuras representa al haplogrupo al cual pertenecen. Las cruces representan el centroide de cada grupo y
las elipses el promedio de las variables canonicas con un 95% de confianza.
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dentro de estos, es decir, en el grupo GG1 hay tres subgrupos mientras que para el

hay dos subgrupos morfologicos-genéticos.

GG2

El andlisis de discriminantes del grupo GG1 (Wilk’s Lambda= 0.00197; P= 0.0001)

(Fig. 14), muestra que en el subgrupo GG1A hay dos grupos morfoldgicos que

corresponden con los haplogrupos rojo y verde, mientras que en el subgrupo GG1B

también hay dos grupos morfolégicos correspondientes a los haplogrupos verde y azul
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promedio de las variables candnicas con un 95% de confianza.

Figura 13. Analisis de discriminantes para la forma del apéndice caudal dentro del GG1. Se observan
tres grupos principales, que se relacionan con los haplogrupos a los que pertencen los individuos. Los grupos
genéticos nucleares obtenidos en STRUCTURE estan dentro de las lineas punteadas. Los asteriscos son individuos
que presentan menos del 0.90 de proporcion de pertenencia a algin grupo genético; el color de las figuras
representa al haplogrupo al cual pertenecen. Las cruces representan el centroide de cada grupo y las elipses el

Sin embargo, todos los individuos que presentan el haplogrupo verde son mas cercanos

morfolégicamente, independientemente del subgrupo genético nuclear (Fig. 14), por lo

que hay tres morfologias diferentes de cercus de acuerdo al haplogrupo.
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En el caso del grupo GG2 no se encontrd una relacion de la forma de los cerci con el
haplogrupo al que corresponde cada organismo, sin embargo, si se encontraron
diferencias claras entre los dos subgrupos genéticos nucleares (GG2A y GG2B), no
obstante, el tamafio de muestra es demasiado bajo por lo que no fue posible obtener el
valor de significancia.

Una vez establecido que existen diferentes formas de cerci las cuales ademas estan
asociadas a los grupos genéticos, se realizaron gradillas de deformacién para comparar
graficamente estos diferentes grupos y subgrupos. Entre los dos grupos principales,
GGl y GG2, observamos que la mayor variacion de forma se encuentra en el l6bulo
medio asi como en la parte distal del apéndice (Fig. 15). En el GG1 el 16bulo medio es
mas pronunciado que el 16bulo medio del grupo GG2, mientras que la parte distal del
grupo GG1 es mas alargada que en el apéndice del grupo GG2.

En cuanto a la variacion entre los subgrupos, en el caso de GG1A y GG1B, la mayor

parte de ésta se encuentra en el 16bulo medio, aunque no es tan pronunciada como entre
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Figura 14. Variacion de la forma del apéndice caudal superior derecho. Gradillas de deformacién que
representan la forma promedio del apéndice de cada grupo genético (GG1 y GG2), el tamafio y direccion de las flechas
representan el grado de deformacion en la forma del GG1 (A) con respecto al grupo GG2 (B).
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los grupos principales (Fig. 16).

En resumen, se encontraron cinco variantes (GG1-Haplotipo azul, GG1-Haplotipo
rojo; GG1-Haplotipo verde; GG2A y GG2B) en la forma de los cerci que se ajustan con

los datos genéticos, ya sean mitocondriales o nucleares.
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Figura 15. Variacién de la forma del apéndice caudal superior derecho en el grupo GGI1. Gradillas de
deformacion que representan la forma promedio del cercus de cada grupo genético (GG1A y GGI1B), el tamafio y

direccion de las flechas representan el grado de deformacion en la forma del cercus del GG1A (A) con respecto al
grupo GG1B (B).
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VIL DISCUSION
7.1. Hetaerina americana: ;Complejo de especies cripticas?

En este trabajo analizamos por primera vez la variacion genética neutral y la
variacion en la forma de los cerci de H. americana.

El marcador mitocondrial muestra un patrén filogeografico claro con tres grupos
principales: norte (haplogrupo rojo), centro (haplogrupo verde) y sur (haplogrupo azul),
ademas, estos haplogrupos, de acuerdo a las pruebas de neutralidad muestran que las
poblaciones que se encuentran en estas regiones sufrieron cuellos de botella seguidos de
expansiones poblacionales las cuales fueron recientes. Si asociamos este patron con los
tiempos de divergencia obtenidos, podemos relacionar estos cambios demograficos a los
cambios climaticos del Cuaternario. Esto se ha reportado para otras especies de
odonatos que presentan distribuciones nortefias, como es el caso de FEnagllama
(Turgeon y McPeek 2002; Turgeon et al. 2005), sin embargo para H. americana, este
patron solo se ajusta a las poblaciones del norte, ya que las poblaciones del sur
presentaron mayor estabilidad climatica (asociado a la temperatura y precipitacion)
durante el Cuaternario (Bartlein et al. 1998). Por otro lado, en cuanto a la diferenciacion
genética encontrada entre estos haplogrupos, ésta fue alta (Ocr= 0.89); este patron se ha
descrito para otras especies de odonatos como Megaloprepus caerelatus, donde se
encontraron diferencias genéticas muy altas entre las poblaciones (®@st= 0.99); los
autores sugieren, dadas las distancias genéticas, que este género monotipico, es en
realidad un complejo de especies cripticas (Feindt et al. 2014).

En cuanto a los microsatélites, la estructura genética encontrada indica que el flujo
genético es practicamente nulo entre los grupos (GGl y GG2) y subgrupos genéticos
(GG1A y GG1B; GG2A y GG2B). Ademas, es importante mencionar que el numero de

individuos con ancestria mezclada, es decir, que presentan un porcentaje de pertenencia
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similar a diferentes grupos genéticos, es bajo (menos del 10% de la muestra presenta un
grado de mezcla), lo cual nos indica una baja frecuencia de ‘hibridacion’ entre los
grupos genéticos nucleares principales. Este escenario difiere a lo que se ha encontrado
en otras especies de odonatos, por ejemplo, Sanchez-Guillén et al. (2014; 2011)
analizaron varias poblaciones de cuatro especies taxondmicamente reconocidas del
género Ischnura; los autores encontraron valores bajos de estructura genética (Osr=
0.057) incluso entre especies diferentes, lo cual esta relacionado al alto grado de
hibridacion de este género, lo cual es esperado cuando la divergencia entre especies es
reciente y se presentan barreras productivas incompletas. Este escenario nos indica que
dentro de H. americana existe alguna barrera que evita el flujo genético entre los
diferentes grupos genéticos, incluso en las poblaciones donde se encuentran en
simpatria individuos de ambos grupos genéticos (e. i. Nuevo Recuerdo, Chiapa de
Corzo, Apazapan, etc.). Cabe mencionar que este patron también se presenta dentro de
los subgrupos genéticos, aunque dentro del GG2 el porcentaje de individuos con
herencia mezclada es mayor.

Cuando comparamos los resultados de ambos marcadores, no es posible encontrar
congruencia entre éstos. Una posibilidad para explicar esta incongruencia es la distinta
tasa mutacional del ADN mitocondrial y de los microsatélites nucleares, la cual es mas
alta en estos ultimos, involucrando que los patrones de diferenciacion genética difieran
debido a que la divergencia entre los grupos genéticos nucleares es muy reciente.

En cuanto a la variacion de la forma de los cerci, el encontrar al menos dos grupos
morfoldgicos claramente diferenciables, indica la posible existencia de entidades
taxonémicas diferentes dentro de H. americana, debido a que estas estructuras son, sino
el tnico, el principal caracter diagndstico para determinar especies no so6lo en el género,

sino en la subfamilia (Garrison 1990, Garrison 2006).
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Al integrar los datos moleculares con los morfologicos, se encontré6 una completa
asociacion de estos grupos morfologicos con los grupos definidos a través del analisis
de agrupamiento bayesiano de los microsatélites nucleares, lo que refuerza la hipotesis
de entidades taxonémicas diferentes, ya que la alta diferenciacion genética (bajo flujo
génico) indicaria aislamiento reproductivo entre los subconjuntos de individuos
encontrados dentro de H. americana. Sin embargo, la informacion mitocondrial
tampoco concuerda completamente con los datos morfoldgicos, ya que existen
individuos que presentan morfos de cerci diferentes pero comparten el genoma
mitocondrial. Un patron similar se ha registrado en otros odonatos, como en el caso del
género Enallagma, en el que hasta cinco especies reconocidas taxondmicamente
comparten el genoma mitocondrial a pesar de una clara divergencia morfoldgica y en el
genoma nuclear (Turgeon et al. 2005). Este patron, conocido como sorteo incompleto de
linajes, es comun es especies que han divergido recientemente (Turgeon et al. 2005;
Sanchez-Guillén et al. 2011).

Por otro lado, es importante mencionar que a pesar de las diferencias encontradas en
el ADN mitocondrial, Vega-Sanchez (2013) también utilizé los mismos organismos de
algunas de las poblaciones de este estudio, pero utilizando secuencias de ADN nuclear,
y encontrd una alta diferenciacion genética que si esta relacionada con los grupos
morfoldgicos encontrados en este estudio (Fig. 18). Con base a esto, ahora es posible
entender porqué los individuos de la poblacion de Veracruz que, con base a las
secuencias de ADN nuclear, divergian mas entre ellos que con respecto a individuos de
otras poblaciones (Vega-Sanchez 2013), ya que estos individuos presentan los dos
morfos de cerci mds contrastantes encontrados en este estudio (Fig. 15), es decir,
representan dos linajes independientes asociados a una divergencia genética y

morfoldgica, por lo que, aunque el patron de diferenciacion de la mitocondria no es
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claro, la divergencia es apoyada por otro marcador molecular adicional. Esto apoya
nuestra hipdtesis general, en el sentido de que la diferenciacion genética no es resultado
de la capacidad de dispersion de los individuos, sino de una barrera reproductiva entre
¢éstos, lo cual evita el flujo genético entre los individuos pertenecientes a distintos
grupos genético-morfologicos (Fig. 17).

La congruencia entre éstas diferentes fuentes de informacién sugiere que entre estos
grupos puede estar ocurriendo aislamiento reproductivo, al igual que ocurre en otros
odonatos (Sénchez-Guillén et al. 2014). Particularmente, porque la variacion
morfolégica encontrada estd en los cerci, los cuales, como ya se ha mencionado,
participan en la discriminacion de machos coespecificos y heteroespecificos por parte
de las hembras.

El aislamiento reproductivo es uno de los componentes més importantes en el

mantenimiento de las barreras entre especies y para odonatos estd asociado tanto a
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Figura 17. Relaciones filogenéticas con base a la regién ITS1-5.8S-ITS2. Analisis de méaxima verosimilitud
entre poblaciones de H. americana, se muestran los valores de soporte (Bootstrap y Jackknife). Las lineas
representan el haplogrupo al cual corresponden los individuos (verde, rojo o azul); los cuadros representan
individuos del GG1 (azul claro GG1A y azul obscuro GG1B) y el circulo representa los individuos que pertenecen al
GG2. Ademas, se muestra las fotografias de los apéndices caudales de cada grupo genético. Tomado y modificado de
Vega-Sanchez (2013).
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factores conductuales como mecéanicos-sensoriales relacionados al sistema de
reconocimiento de pareja (Tennessen 1982; Kirkpatrick y Ravigné 2002). Dado que H.
americana presenta patrones fuertes de seleccion intrasexual (factores conductuales) asi
como variacion en los cerci, es importante conocer la importancia relativa de ambos
factores en patrones de aislamiento reproductivo dentro de esta ‘especie’.

Aunque en este estudio no analizamos el componente conductual del aislamiento
reproductivo, estudios anteriores sugieren que existe variacion en las conductas de los
machos (e.g. machos lek, no territoriales, etc.) (Raihani et al. 2008), las cuales podrian
estar relacionadas al sistema de reconocimiento de pareja, ya que existe un €xito
reproductivo diferencial entre machos que tienen conductas diferentes. A partir de esto,
y dado que la conducta estd relacionada con la mancha alar, la cual es diferente entre
machos con diferentes estrategias, se ha sugerido que en H. americana, la mancha alar
es importante en el reconocimiento intraespecifico entre machos (Cérdoba-Aguilar y
Gonzalez-Tokman 2014). Sin embargo, un estudio realizado en poblaciones simpatricas
de H. americana y H. titia, muestra que la alteracién experimental de la coloracion de
machos de H. americana (Fig. 18) no altera el nimero de copulas que estos machos
obtienen con hembras coespecificas, por lo que se ha sugerido que el reconocimiento de
pareja por parte de las hembras no esta relacionado con la coloracion alar de los machos
y por lo tanto con la conducta (Drury y Grether 2014).

Por tanto, es mas factible que el aislamiento reproductivo entre los grupos genéticos-
morfoldgicos, sea resultado de factores mecanico-sensoriales ya que los cerci son
estructuras especializadas para el reconocimiento de pareja, sobre todo en especies que

no presentan cortejo (Svensson et al. 2006), como Hetaerina.
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Figura 18. Copula de Hetaerina americana. Experiemento realizado por Drury y Grether (2014) para evaluar si
las hembras reconocian a los machos por las manchas alares. Se muestra la coloracion artificial en las alas del macho
(coloracion negra) que simula la coloracion de la especie simpatrica H. titia.

Aunque el aislamiento reproductivo entre los grupos identificados es claro, es
necesario analizar si existe variacion en las estructuras de las hembras que corresponda
a la variacion en los machos. Es importante mencionar que Garrison (1990) sefala que
existe variacion en los interesternitos de las hembras entre diferentes poblaciones
(California, Sinaloa y Veracruz). Esta es una de las estructuras principales para el
reconocimiento taxondémico de las especies dentro del género y se encuentra en la
region por donde los machos sujetan a las hembras a la hora de formar el tindem, por lo
que esperamos que la variacion en esta estructura esté relacionada con los grupos
morfoldgicos-genéticos encontrados en los machos, sin embargo, no se tiene
informacion sobre si estas estructuras entran en contacto durante el tindem.

El patron genético-morfolégico global, nos permite sugerir que H. americana
representa, al menos, dos especies cripticas: H. americana tipo y H. nov. sp. (Fig. 19),
con base en el concepto de especies cripticas de Stebbins (1950), ya que aunque existen

diferencias morfolédgicas, éstas son poco conspicuas. En cuanto a la variacién de otras
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caracteristicas como la coloracion, ésta es casi nula (coloracion del térax y abdomen)
(Fig. 19). En cuanto a la variaciéon de la coloracion de la mancha alar, ésta es mayor y es
una de las caracteristicas principales que ha llevado al nimero de sinonimias descritas
para H. americana, sin embargo, como ya se ha mencionado, este cardcter es muy
variable incluso dentro de poblaciones y no es importante para el reconocimiento de
pareja por parte de la hembra (Drury y Grether 2014).

Hetaerina americana tipo presenta los cerci con la morfologia que reporta Garrison
(Fig. 20d) (1990), mientras que H. nov. sp. presenta un cercus con una morfologia no
reportada anteriormente. Este morfo varia en la forma y extension del 16bulo medio asi
como en la extension de la cresta superior (Fig. 19). A pesar de que esta variacion es
evidente, el hecho de no haber sido reportada ain puede deberse a la restringida

distribucion geografica de las poblaciones que presentan este morfo.

A) GGl

B) GG2

Figura 16. Especies cripticas en Hetaerina americana. A) Fotografia de un individuo y del apéndice caudal
obtenida mediante microscopio electrénico que pertenecen al GG1 (H. americana sensu stricto). B) Individuo y
apéndice caudal del GG2. (H. nov. sp.). Los apéndices caudales estan con un acercamiento de 60x.
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Estas dos especies, por lo tanto s6lo pueden ser diferenciadas por la forma de los
cerci o por datos genéticos nucleares.

Otro punto interesante de este estudio, es el hecho de haber encontrado no sélo dos
grupos morfoldgicos-genéticos, sino una serie de subgrupos claramente diferenciables.
Es decir, dentro de H. americana tipo hay tres subgrupos morfoldgico-genéticos, uno
que se encuentra hacia el norte de la distribucion (EUA y Norte de México) (Fig. 20a),
otro mas que se encuentra en el centro y sur de México (Fig. 20b) y, por ultimo un
grupo que es exclusivo del sur de México (Fig. 20c); estos grupos corresponden a los
distintos haplogrupos mitocondriales. Por otro lado, dentro de H. nov. sp. hay dos

subgrupos mas que presentan morfologia y composicion genética diferente, sin

embargo, es necesario aumentar la muestra para tener patrones de diferenciaciéon con

— 200um BED-S 200kV WD144mm  Std.-P.C.70.0

Paraproct
T

Lobulo medio  Fosa distal

WD144mm  Std.-P.C70.0

Figura 17. Variacion de la forma de los apéndices caudales en el complejo Hetaerina americana. A) Morfo
caracteristico del GG1A y que ademas presentan sélo el haplogrupo rojo. B) Morfo del grupo GG1B que pertenecen
al haplogrupo verde. C) Morfo del GG1B pero que pertenece al haplogrupo azul. D) Morfotipo descrito por Garrison
Garrison (1990) para H. americana, se muestra en vista dorsal (d) y mediodorsal, ademas, se sefialan las areas
importantes para el reconocimiento de las especies dentro del género. Modificado de Garrison (1990).
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soporte estadistico.

Dado este patron, H. americana, que ha sido reconocida taxondmicamente como una
sola especie con base en la forma de los cerci, y la cual presenta una distribucion
amplia, parece ser un complejo de especies que se encuentra en un proceso de
especiacion reciente y acelerada. Se ha sugerido que este tipo de procesos de
especiacion rapidos se pueden dar incluso en condiciones de simpatria como resultado
de las preferencias de apareamiento de las hembras (Gavrilets y Boake 1998; Boake
2005). Sin embargo, para determinar de manera mas concreta el niimero de especies
cripticas incluidas en el complejo, es necesario agregar otros aspectos, como son
geograficos, ecoldgicos e incluso conductuales.

7.2. Proceso de especiacion en odonatos.

Mas alla de describir lo que sugerimos es un complejo de especies, es interesante
discutir qué mecanismos pudieron haber llevado al proceso de especiacion en entidades
tan similares morfologicamente, lo que como resultado ha llevado a la variaciéon en
estructuras tan importantes en el reconocimiento de pareja como son los cerci, o incluso
evaluar si por el contrario esta variacion fue la que llevo al proceso de especiacion.

El proceso de especiacion en los odonatos, al igual que para muchos otros
organismos, se ha relacionado con diferentes mecanismos, los cuales no son
independientes entre si (Arnqvist 1997). Se han descrito procesos de especiacion por
factores ecologicos, biogeograficos y sobre todo aquellos relacionados con la seleccion
sexual.

McPeek y Brown (2000), sugieren un proceso de especiacion ecoldgico para algunas
especies nearticas del género Enallagma, el cual ha estado dirigido por diferencias en
los hébitats donde éstas especies se distribuyen, principalmente, con el tipo de

depredadores que se encuentran en las pozas donde habitan. En algunas pozas los
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depredadores tope son especies de peces y en otras son larvas de anisopteros. Como
resultado, los estadios larvales de las especies de Enallagma han desarrollado diferentes
tacticas conductuales y fisiologicas dependiendo del depredador, mientras que los
adultos muestran estasis morfoldgica, excepto en los cerci (Unica caracteristica por la
que se puede diferenciar taxondmicamente a estas especies) (Monetti et al. 2002; Stocks
et al. 2005; McPeek et al. 2010). Por lo tanto se sugiere que la presion ecologica llevo a
la divergencia entre las diferentes especies, sin embargo, al no haber una presion
diferencial para los adultos, las diferencias morfoldgicas contrastantes estan en las
larvas. En este contexto, el complejo H. americana es muy variable ecoldogicamente,
dada la amplia distribucién que presenta, sin embargo se tiene poca informacion acerca
de la biologia del estado larval, por lo que es importante analizar los efectos de ésta
variabilidad en la divergencia de las especies putativas.

Diversos autores sugieren que el mecanismo principal que dirige el proceso de
especiacion en este grupo es la seleccion sexual (Svensson et al. 2006; Svensson 2012),
incluyendo el conflicto sexual y las interacciones antagonistas. El resultado de este tipo
de interacciones es la rapida divergencia en los genitales o estructuras importantes en el
proceso reproductivo como los cerci (Cordero-Rivera 2004; Eberhard 2004). Uno de los
ejemplos mas interesantes es el registrado en el género Calopteryx, que pertenece a la
misma familia que Hetaerina. Svensson et al. (2006) analizaron varias poblaciones de
Calopteryx splendens, especie que presenta un cortejo precopulatorio que incluye
despliegues alares hacia la hembra. Para estos despliegues los machos presentan machas
alares obscuras que brindan informacion acerca de la calidad del macho. Los autores
analizaron los efectos de la seleccion sexual y natural en relacién a estas manchas,
encontrando que existe aislamiento reproductivo incluso entre poblaciones, ya que al

translocar a los machos entre las diferentes poblaciones, éstos fueron rechazados por las
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hembras. Por lo que los autores sugieren que el proceso de especiacion en estos
organismos estd dado por la seleccion sexual. Cabe resaltar que, para estas especies, el
aislamiento reproductivo so6lo esta en la parte de reconocimiento visual, ya que los cerci
no varian entre especies de éste género (al menos no drasticamente como en Hetaerina).
Por lo anterior, y sabiendo que en el complejo H. americana no existe cortejo
(precopulatorio), es importante mencionar que el patron de seleccion sexual descrito
para el género (interaccion macho-macho) puede tener un efecto en el proceso de
especiacion, sobre todo con la variacidon que existe en las estrategias alternativas de
apareamiento. En éste aspecto, Boake (2005) con base en estudios realizados con
Drosophila, propone que especies con este tipo de caracteristicas conductuales, pueden
desarrollar aislamiento reproductivo mdas rdpidamente que las especies que no las
presentan. Sin embargo, el aislamiento reproductivo parece no estar relacionado con la
mancha alar (reconocimiento visual por parte de las hembras), por lo que es poco
probable que el proceso de especiacion haya estado dado por seleccion sexual. El
analizar si existen conductas diferentes sobre todo en poblaciones simpatricas, podria
ayudar establecer la significancia de la conducta en el proceso de especiacion.

Por ultimo, el proceso de especiacion dado por factores biogeograficos ha sido
mayormente documentado. En este caso, la fragmentacion de las areas de distribucion
ancestrales debido a procesos histéricos como la variacion climatica, ha tenido como
resultado el asilamiento de las poblaciones asi como diferentes procesos demograficos
dentro de éstas (e. g. cuellos de botella). Este tipo de procesos pueden provocar la
limitacion del flujo genético y como un resultado ultimo la divergencia entre las
poblaciones y, dependiendo del tiempo de divergencia, también puede resultar en la
variacién morfologica. En aquellos casos en los que estas poblaciones vuelven a estar

en contacto, y si la variacién morfologica sucede en estructuras como los cerci, entonces
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se promovera el aislamiento reproductivo. Estos procesos se han reportado para los
géneros Enallagma y Trithemis, en los que las variaciones climaticas del Plioceno-
Pleistoceno provocaron la fragmentacion de las poblaciones, y una posterior divergencia
del sistema de reconocimiento de especies y/o la divergencia morfologica de las
estructuras reproductivas (Turgeon y McPeek 2002; Turgeon et al. 2005; Damm et al.
2010b). En el complejo H. americana es dificil saber hace cuanto divergieron las
especies putativas, debido al sorteo incompleto de linajes, sin embargo, hay evidencia
con base en la datacion del los haplotipos, de que el proceso de divergencia fue anterior
a tres millones de afios, lo cual es incluso mayor al tiempo de divergencia obtenido para
dos especies reconocidas taxonomicamente (H. laesa y H. sanguinea), que fue
alrededor de un millén de afios atras (Fig. 9).

Estos tiempos concuerdan con los efectos de la transicion Nedgeno-Cuaternario y de
los ciclos glaciares del Cuaternario, y se ajusta a lo que se esperaria para las poblaciones
del norte de la distribucion (divergencia por fragmentacion de la distribucion), lo que
apoya la divergencia como resultado de procesos biogeograficos. Sin embargo, para las
poblaciones del sur, este patrén no es tan claro ya que estas variaciones climaticas no
afectaron de igual manera a esta region que al norte.

Si el proceso de especiacion en este grupo se dio en alopatria, es poco probable que
la forma de los cerci haya cambiado como respuesta a habitats contrastantes, sin
embargo, esta variacion pudo ser resultado de cambios pleiotropicos, es decir, otras
caracteristicas cambiaron durante la adaptacion en alopatria y dada la relacion genética
con los cerci éstos también se modificaron (Mayr 1970; Robertson y Paterson 1982).

Lo que resulta interesante es que la divergencia de los cerci siempre ha sido
interpretada como un resultado del proceso de especiacion y no como un mecanismo

que lo promueve. Afadir otros datos genéticos asi como filogenéticos nos ayudaria a
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revisar la evolucidn de este cardcter y aclarar de manera menos ambigua como ha sido

el proceso de especiacion en estos organismos.
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VIII. CONCLUSIONES

Se acepta la hipodtesis de diferenciacion genética dada por aislamiento
reproductivo atribuido a la incompatibilidad entre los cerci y el protorax de
las hembras.

Existe divergencia morfologica y genética dentro de Hetaerina americana.
Por lo que se sugiere que éste taxdn es en realidad un complejo de especies
cripticas, ya que, aunque hay diferencias morfoldgicas asociadas a los cerci,
éstas son poco conspicuas.

El nimero de especies dentro del complejo no es del todo claro, sin embargo,
al menos cinco morfos con composiciones genéticas diferentes son
reconocibles. Se sugiere ampliar el muestreo y analizar otros factores como
podrian ser conductuales, geograficos, ecoldgicos, etc., para determinar el
namero de especies.

Se sugiere que un proceso de especiaciéon por vicarianza puede haber
ocurrido entre los grupos, seguido de un contacto secundario en las
poblaciones que ahora son simpatricas, sin embargo, es necesario afadir otros

marcadores genéticos para esclarecer el patron.
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ANEXOS

Anexo 1.

Delta K

100(

Figura 18. Valor éptimo de K para el grupo GG1. Estimacion del nimero de grupos (K) mas probable con base al Delta
K.

Anexo II.
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Figura 19. Valor 6ptimo de K para todas las poblaciones. Estimacion del nimero de grupos (K) mas probable
con base al Delta K.

Anexo III.
DeltaK = mean(|L"(K)]|) / sd(L(K))
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Figura 20. Valor éptimo de K para el grupo GG2. Estimacion del nimero de grupos (K) mas probable con base
al Delta K.
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