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Resumen

La Faja Volcédnica Transmexicana (FVTM) es una unidad biogeografica cuya biodiversidad ha sido
moldeada por su historia geoldgica y climatica en combinacion con algunas caracteristicas como su
ubicacion, longitud y orientacion geografica. Se ha documentado que la biodiversidad de la FVTM
se distribuye de manera heterogénea, en particular la diversidad de las montafias del oriente es
distinta de la diversidad con distribucion occidental. Ademas, la FVTM presenta una dinamica
caracteristica de los sistemas de islas en el cielo. Los objetivos de este trabajo fueron conocer la
diversidad de artropodos de alta montafia presente en la FVTM, de los cuales no se tiene
informacion taxonomica; analizar la distribucién tanto altitudinal como longitudinal de dicha
diversidad; y entender la relacién que guardan las comunidades de distintas montafias. Se presto
especial atencion a la estructura Este-Oeste, pues ha sido documentada en distintos estudios previos,
sin embargo no ha sido examinada con un muestreo que la ponga a prueba especificamente. Para
lograr estos objetivos se realizé una colecta de artropodos general y masiva en dos tipos de
vegetacion (bosque de Abies y pastizal alpino) de siete montafias de la FVTM. Se seleccionaron los
individuos pertenecientes a los 6rdenes taxondmicos Araneae (n=480) y Coleoptera (n=384), los
cuales fueron separados en morfotipos. Posteriormente, de cada individuo se obtuvo la secuencia de
la subunidad uno del gen mitocondrial citocromo oxidasa (coxI) con las que se delimitaron unidades
taxonomicas operacionales (OTUs) utilizando los métodos CROP y GMYC. Una vez delimitadas
las OTUs se obtuvo la diversidad tanto genética como de especies putativas a escala local (i.e. por
montafa) y a escala regional (i.e. a lo largo de la FVTM). Se analiz6 la relacion entre la diversidad
de ambos tipos de vegetacion estudiados y se probd la existencia de la hipotética estructura
Este-Oeste presente en la FVTM. Los resultados obtenidos indican que la diversidad de cada
montafia es particular, algunas OTUs estan presentes sdlo en una montafia, asimismo, cada montafia
presenta alelos unicos. El Ajusco y el Iztaccihuatl resultaron ser las montafias con mayor diversidad.
A la vez, algunas OTUs se encuentran distribuidas en varias montafias, hecho que permitié analizar
la distribucién de la diversidad a lo largo de la FVTM. A pesar de la proximidad geografica de
algunas montafias, las comunidades de artropodos que albergan se encuentran altamente
diferenciadas entre si (e.g. Ajusco y Nevado de Toluca). Ademas, las OTUs que habitan el bosque
de Abies son distintas de las que habitan el pastizal alpino, es decir, las OTUs provienen del bosque
o del pastizal pero no de ambos biomas. Estos patrones de distribucion sugieren dos resultados
principales: (1) que las comunidades alpinas colonizaron las cimas de las montafias a larga distancia
y no mediante un cambio de nicho, y (2) que efectivamente existe una estructura en la FVTM que

distingue las montafias orientales de las occidentales, probablemente resultado de la formacion de la
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FVTM. Coincidente con estudios previos, esta division fue ubicada entre el Nevado de Toluca y el
Ajusco. Como conclusion, este proyecto muestra que la diversidad de la FVTM se distribuye en un
patron espacial complejo que puede ponerse a prueba mediante el analisis de la diversidad de
artropodos obtenidos con un muestreo masivo. La explicacién de este patron complejo incluye la
distancia geografica entre montafias en combinacion con la historia climatica y geologica de la

region, particularmente las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno y el vulcanismo.
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Abstract

The Transmexican Volcanic Belt (TMVB) is a biogeographic region showing high levels of
biodiversity which has been shaped by its geological and climatic history in combination with its
length, location and geographic orientation. Biodiversity within TMVB is heterogeneously
distributed; in particular its western mountains exhibit different lineages than the eastern ones.
Besides, montane taxa from the TMVB display a dynamic proper of sky-island systems. The aims
of this project were: to get acquainted by means of bulk sampling with the high-mountain
arthropod’s diversity, of which there is no taxonomic information available, present in TMVB; to
analyze both the altitudinal and longitudinal distribution of this diversity and to understand the
relations among the communities of different mountains. Special attention was given to the
eastern-western structure along TMVB because despite having being previously documented, it had
not yet been tested using a specific sampling design. To accomplish these purposes, arthropods were
bulk-sampled and then sequenced for mitochondrial cytochrome oxidase 1 (cox1) in an individual
basis. Specifically, samples were collected at two different altitudes representing different habitats
(alpine grassland and Abies forest) from seven mountains of the TMVB. Coleoptera (n=384) and
Araneae (n=480) specimens were classified in morphotypes and then in OTUs according to DNA
sequences. OTU's delimitation was conducted using two algorithms: the GMYC method and CROP
software. Genetic and OTUs diversity were calculated both within and among mountains. The
relationship between the diversity of both types of vegetation was examined and the existence of the
hypothetic east-west structure present in TMVB was confirmed. The obtained results indicate that
the diversity of each mountain is specific, some OTUs are present only within one mountain and
each mountain harbors private alleles. Of the seven mountains analyzed, Ajusco and Iztaccihuatl
exhibit the highest levels of diversity. Some OTUs with broader distributions are present in different
mountains, reason that made the study of the longitudinal distribution of diversity possible. Despite
of their linear proximity, the arthropod communities of some mountains are highly differentiated
(e.g. Ajusco and Nevado de Toluca). Likewise, there are only few OTUs comprising individuals
from both habitats, most OTUs coming either from Abies forests or alpine grasslands. Taken
together, these distributional patterns of diversity suggest two main results: (1) alpine communities
colonized high-mountain tops by long distance colonisation and not through niche shift; and (2)
arthropod communities are in fact structured in two blocks, a probable outcome of the TMBV
formation, representing eastern and western mountains. Coincident with previous studies, this

division was traced between the Nevado de Toluca and the Ajusco. In conclusion, this study
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provides evidence of the complex distributional patterns that characterize TMVB biodiversity, same
which can be spatially tested using arthropod bulk samples and DNA barcode sequencing. The
explanation of this complexity encompasses different factors such as geographic distance among
mountains along with the region’s climatic and geological history, particularly volcanism and

Pleistocene climatic fluctuations.
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1. Introduccion

La Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) es una region biogeografica caracterizada por poseer
una gran riqueza de especies —varias de las cuales son endémicas de la region— producto de su
ubicacion geografica y su particular historia geologica y climatica. Si bien ha sido ampliamente
estudiada, existen zonas cuyas comunidades biol6gicas no han sido caracterizadas, tal es el caso de
las comunidades alpinas que se distribuyen en las montafias mas altas del pais. Adicionalmente,
existen muchas preguntas sobre como se genera y se mantiene la biodiversidad en este complejo
sistema montafioso. Con el fin de estudiar la biodiversidad alpina de la FVTM se seleccion6 un
sistema de estudio que hasta ahora ha sido poco investigado, la comunidad de artr6podos de alta
montana.

Ademas de ser parte de la zona de transicion mexicana, la FVTM es un sistema montafioso
con distribucion tropical, lo cual la diferencia de otros sistemas montanos de latitudes mas nortefias
y le otorga caracteristicas particulares. Dichas particularidades seran explicadas con mayor detalle
en la primera seccion de esta introduccion. Posteriormente se hace un recuento de la importancia de
la FVTM vy su historia geoldgica. Finalmente, se plantea el problema que se pretende abordar en

este trabajo.

1.1. Estudio de los patrones de diversidad en montanas tropicales: los sistemas de islas en
el cielo

La biodiversidad es un concepto jerarquico que incluye varios niveles de organizacion biolégica,
por lo tanto para comprender los procesos que dirigen los patrones de su distribucion se requiere de
analisis en multiples escalas, tanto temporales como espaciales —regionales y locales— (Graham y
Fine, 2008; Baselga et al.,, 2013). A escalas regionales los gradientes de diversidad estan
fuertemente influenciados tanto por factores evolutivos, como son la variacién de la diversidad en el
tiempo y la tasa de diversificacién de linajes, como por factores ecoldgicos, como la distribucién
presente e histérica de habitats (Ricklefs, 2002). A escalas locales, las interacciones bioticas y la
evolucién de caracteres son factores de gran importancia para la coexistencia de especies (Webb et
al., 2002; Graham y Fine, 2008). Adicionalmente, en la actualidad los cambios de distribucién de
especies a nivel global estan influenciados fuertemente por la fragmentacién del paisaje, el
desplazamiento de zonas climaticas y las dinamicas poblacionales que surgen del disturbio (Baselga
et al., 2013). Entender la relacion entre los distintos niveles de diversidad y las distintas escalas

tanto espaciales como temporales, permitira deducir patrones de diversidad a partir del analisis con



un solo nivel de organizaciéon (Taberlet et al., 2012; Baselga et al., 2013) e inferir como podria
verse afectada la biodiversidad con los cambios globales en el presente. Actualmente, uno de los
mayores retos en estudios de ecologia evolutiva es elucidar como interactian estos mecanismos a
diferentes escalas con el fin entender la conexién entre los procesos locales y los procesos
evolutivos regionales (Graham y Fine, 2008). Los gradientes altitudinales, como los otorgados por
montafias, brindan la posibilidad de estudiar estos mecanismos en distintas escalas temporales y
espaciales.

A diferencia de los gradientes latitudinales, los gradientes altitudinales suelen abarcar
muchas zonas climaticas en una distancia corta, por lo tanto proveen de una gran variacién
climatica en intervalos espaciales que abarcan la capacidad de dispersion de la mayoria de las
especies (Graham et al., 2014). Ademas, los gradientes montanos generalmente presentan una poza
limitada de especies desde la cual surgen las especies que coexisten en una localidad, lo que
representa un escenario mas simple que la combinacion de especies de distintas pozas en regiones
muy amplias (como se presentaria en un gradiente latitudinal) (Graham et al., 2014). Por estas
caracteristicas los gradientes altitudinales son uno de los experimentos naturales mas poderosos
para investigar la relacion entre patrones de riqueza, variables ambientales, y procesos ecologicos y
evolutivos (Rahbek, 1995; Kérner, 2000; Korner, 2007; Graham y Fine, 2008). En este sentido, la
seleccion de gradientes montanos enfocada en hipétesis o preguntas especificas puede ser de gran
utilidad para ampliar nuestro conocimiento sobre los mecanismos que dirigen los patrones de
diversidad (Korner, 2007).

Uno de los sistemas montanos mas interesantes por sus caracteristicas particulares son los
sistemas de islas en el cielo (sky-islands). Las islas en el cielo son habitats en sistemas montafiosos
a grandes altitudes que se encuentran geograficamente subdivididos y aislados. Los hébitats en
altitudes menores presentan caracteristicas ambientales distintas por lo que acttian como barreras
para la dispersién de los organismos que habitan en zonas mas altas, lo cual facilita la divergencia
de las poblaciones aisladas. De este modo, las islas en el cielo son consideradas generadoras de
diversidad y ofrecen un gran potencial para investigar la formacion de especies (McCormack et al.,
2009).

Los sistemas de islas en el cielo se distinguen de los sistemas de islas oceanicas por su
historia climatica y la dinamica de dispersién de especies. Por lo tanto, los patrones ecologicos y
evolutivos que los caracterizan no siempre son comparables. Por ejemplo, la colonizacion en las
islas en el cielo puede ocurrir por el cambio de nicho de especies que habitan en zonas mas bajas,
por migraciones a distancias cortas, o por colonizaciones a larga distancia desde otras islas en el

cielo. Por esta razon, la dinamica de las comunidades de las islas en el cielo difiere de la teoria



biogeografica del equilibrio de islas propuesta por MacArthur y Wilson en 1967. En donde se
postula que la diversidad de especies en una isla esta dada por el balance entre la colonizacion y la
extincion de especies que, a su vez, estan en funcion de la distancia entre las islas y el area de las
mismas (Rosenzweig, 1995; McCormack et al., 2009). En cambio, en las islas en el cielo, la
combinacion del efecto del aislamiento con el efecto de los gradientes altitudinales promueve la
divergencia tanto por deriva génica como por seleccion natural (dentro y entre montafias), por lo
que estas dos fuerzas evolutivas son particularmente poderosas (McCormack et al., 2009).

Las comunidades en complejos de islas en el cielo, especialmente en regiones tropicales, han
experimentado varios cambios de distribucion inducidos por la variacion climatica causada por los
ciclos glaciales del Pleistoceno (McCormack et al., 2009). Estos ciclos presentan una alternancia
entre etapas mas frias que el clima actual (en promedio 8 °C menos) conocidas como glaciales, y
etapas en las que el clima es similar o un poco mas calido (2 a 3 °C mayor) que el presente,
conocidas como interglaciales (Caballero et al., 2010). Los ciclos glaciales ocurrieron con
regularidad durante el Pleistoceno y se intensificaron en los ultimos 700,000 afios causando
cambios drasticos en la distribucion de especies. Durante los periodos glaciales, los habitats de las
islas en el cielo se desplazaron a menores altitudes, lo cual dio como resultado que poblaciones que
se encontraban aisladas tuvieran una mayor probabilidad de estar en contacto. Cuando la
temperatura aument6 durante los cortos periodos interglaciales se dio la recolonizacién de las cimas
de las montafias por las especies que se habian desplazado a tierras bajas y las poblaciones de las
islas en el cielo se volvieron a separar (Qian y Ricklefs, 2000; McCormack et al., 2009; Stewart et
al., 2010; Mastretta-Yanes et al., 2015). La tasa de diferenciacion poblacional y especiacion de un
taxon en una dinamica de islas en el cielo estara en funcién de distintos factores, por ejemplo el
tiempo desde que se estableci6 el taxén en el area, la escala geografica que abarca el taxén, sus
preferencias ambientales y su capacidad de dispersion (Mastretta-Yanes et al., 2015).

El efecto que tuvieron los ciclos glaciales del Pleistoceno en la divergencia de especies es un
tema polémico. Debido al tiempo relativamente corto entre ciclos glaciales existen discrepancias
sobre si la divergencia fue promovida o inhibida. Aunque se espera que las presiones selectivas y la
deriva génica promuevan la divergencia entre poblaciones, la diferenciaciéon que se acumul6 durante
un ciclo glacial se pudo haber perdido por los cambios de distribucion subsecuentes.
Alternativamente, si en algin ciclo se dio suficiente aislamiento reproductivo, la especiacion se
pudo haber promovido por estos cambios frecuentes de distribuciéon asi como se hipotetiza en el

modelo de diversificacion de species pump (McCormack et al., 2009).



1.2. La Faja Volcanica Transmexicana

La Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) es el arco volcanico del Ne6geno mas largo de América
del Norte, con casi 1000 km de longitud y 160,000 km?. Su distribucién abarca todo el centro de
Meéxico desde el sur del Golfo de California hasta el Golfo de México. Su formaciéon empezé hace
aproximadamente 19 Ma (millones de afios) en la parte este (100° 30'0-97° 30'0), seguido por
vulcanismo en la parte mas oriental (al este de 97° 30'0O) hace aproximadamente 16 Ma, y
finalmente se formo la zona occidental (al oeste de 103° 00'O) y central (103° 00'0O-100° 30'0) hace
aproximadamente 11 Ma. La evolucion geologica de la FVTM ha sido dividida en cuatro episodios
principales: (1) Mioceno temprano y medio, (2) Mioceno tardio, (3) Mioceno tardio-Plioceno
temprano, y (4) Plioceno tardio y Pleistoceno (Fig. 1; Ferrari et al., 2012; Mastretta-Yanes et al.,
2015). El episodio final de la formacion de la FVTM se caracterizé por la construccién de grandes
estratovolcanes durante los ultimos 1.5 Ma, algunos de los cuales siguen activos actualmente
(Gémez-Tuena et al., 2007; Ferrari et al., 2012). Dicho vulcanismo de la tiltima etapa de formacién
de la FVTM gener6 los mayores edificios volcanicos del pais: el Pico de Orizaba, Popocatépetl,
Iztaccihuatl, Nevado de Toluca, Tancitaro, Nevado de Colima, entre otros. Esto ha generado varios
gradientes altitudinales de mas de 4,000 m en el centro de México (Caballero et al., 2010).

Ademas de los cambios topograficos que han caracterizado a la FVTM durante los tltimos 3
Ma, la distribucion de habitats en las regiones montafiosas del pais ha presentado cambios drasticos
debido a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Las especies de zonas montafiosas en México
parecen haber persistido en refugios de gran altitud durante los periodos interglaciales, mientras que
en los periodos glaciales las poblaciones pudieron entrar en contacto en zonas de menor altitud.
Esto puede considerarse como una dinamica de islas en el cielo, similar a la existente en otras
regiones montafiosas del mundo (Knowles, 2000; McCormack et al., 2009).

La FVTM presenta una gran heterogeneidad ambiental, origen geologico complejo e
intrincados patrones de distribucion, lo que contribuye a la génesis y al mantenimiento de
endemismos. Ademas constituye una provincia biogeografica que ha sido asignada a la zona de
transicion mexicana (Morrone, 2005). Por estas caracteristicas es reconocida como centro de
diversificacion, endemismo y transicion biogeografica (Rzedowski, 2006; Gamez et al., 2012). Los
tipos de vegetacién que caracterizan a la FVTM son los bosques de encino y de coniferas, y los
pastizales alpinos y subalpinos, que se distribuyen en zonas altas en un gradiente de 1,000 a mas de
4,000 m. De acuerdo a Lozano-Garcia (2005), con base en registros de polen del Iztaccihuatl, el
limite de la vegetacion arborea en la FVTM alcanzo su altitud actual hace 3,000 afios. Por otro lado,

las tierras bajas que separan estos habitats de gran altitud presentan climas mas templados con



desiertos, bosques secos y bosques lluviosos (Rzedowski, 1978; Calderon de Rzedowski y

Rzedowski, 2005; Challenger y Soberén, 2008).

(b) Late Miocene (11 -3 Ma)

|

to early Pliocene

(a) Early to late Miocene (~19 — 8 Ma)

Figura 1. Momentos de formacion de la FVTM, tomado de Mastretta-Yanes et al. (2015).

1.3. Estructura de la diversidad en la FVTM: comparacién de comunidades de artropodos
de alta montana

A pesar de los intentos por entender la complejidad de la historia evolutiva de la FVTM, auin existen
muchas dudas sobre cdmo surge y se mantiene la biodiversidad en la zona. Aunque su formacién
comenz6 durante el Mioceno, muchos de los volcanes de la region tienen menos de 1.5 Ma de
existencia. Esto quiere decir que los patrones de diversidad que temporalmente coinciden con el
Pleistoceno podrian ser resultado no solamente de las fluctuaciones climaticas sino también del
vulcanismo (Mastretta-Yanes et al., 2015).

La historia particular de la FVTM dificulta la identificacion y diferenciacién de los efectos
que el clima y la orogenia pudieron tener en los patrones de diversidad de especies, ya que ambos
procesos pueden generar patrones de diversificacion distintos (Bryson y Riddle, 2012;
Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013; Mastretta-Yanes et al., 2015). Por un lado, en una dindmica de
islas en el cielo se esperaria que, debido a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, se diera una
diferenciacién de poblaciones durante periodos interglaciales seguida del contacto entre poblaciones

durante los periodos glaciales. Por otro lado, el efecto del vulcanismo puede promover la



divergencia de especies ya sea por alopatria (entre montafias creadas por eventos volcanicos
distintos) o por parapatria (por la colonizacién de habitats nuevos a partir de habitats de menores
altitudes). Por lo tanto, algunas sefiales genéticas podrian coincidir con la existencia de una
dindmica de islas en el cielo en una configuracién de paisaje estable durante el dltimo millén de
afios del Pleistoceno, sin embargo, otras sefiales genéticas mas antiguas también podrian ser
consecuencia de configuraciones de paisaje previas (Mioceno-Plioceno) (Mastretta- Yanes et al.,
2015).

Uno de los patrones de distribucion de diversidad de especies que se ha encontrado en la
FVTM y ha llamado la atencién de biogeografos y ecdlogos evolutivos, es una aparente separacion
longitudinal entre las especies distribuidas en el este y aquellas con distribucion en el oeste. Por esto
se ha cuestionado la unidad de la FVTM como provincia biogeogréfica, e incluso se ha propuesto
que se trata de dos unidades biogeograficas o de una unidad con dos distritos (Navarro-Sigiienza et
al., 2007; Escalante et al., 2007; Corona et al., 2009; Gamez et al., 2012). Se ha sugerido que esta
estructura podria estar relacionada a los episodios de formaciéon de la FVTM (Mastretta- Yanes et
al., 2015). Asimismo, en estudios filogeograficos con especies distribuidas a lo largo de la FVTM
se han encontrado linajes estructurados en grupos occidentales y orientales. Por ejemplo el caso de
Nolina parviflora estudiado con dos marcadores de cloroplasto y uno nuclear (Ruiz-Sanchez y
Specht, 2013); la estructura encontrada en marcadores de cloroplasto del complejo Eryngium y en
marcadores genomicos de Juniperus monticola (Mastretta-Yanes, 2015); y en lagartos del género
Barisia estudiados con genes mitocondriales (Bryson y Riddle, 2011).

Los datos moleculares juegan un papel trascendente en entender y distinguir distintos
escenarios evolutivos, ya que permiten calcular tiempos de divergencia y reconstruir las posibles
historias de diversificacién en los paisajes de islas en el cielo (McCormack et al., 2009). Con el fin
de formular hipotesis filogeograficas especificas en la FVTM es necesario integrar los analisis
moleculares con datos climaticos y geoldgicos que nos ayuden a entender la interaccion de estos
mecanismos en la distribucion de la diversidad y los eventos de diversificacién (Mastretta-Yanes et
al., 2015). En el presente trabajo se propone conocer la distribucion de la diversidad en la FVTM
con especial atencion a la potencial estructura Este-Oeste existente, mediante el analisis molecular
de decenas de artropodos recolectados a dos altitudes distintas en siete montafias diferentes. El
muestreo de campo fue dirigido al nivel de comunidades, es decir, se trata de un muestreo general
que puede ser comparable entre sitios. En el andlisis de comunidades puede ser dificil la
identificacion de especies, sin embargo, en este estudio se trabajé con unidades taxondmicas
operacionales (OTUs). Este método permite realizar analisis comparativos sin necesidad de tener

conocimiento taxonémico previo, lo que facilita la comparacién de comunidades en sitios donde la
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biodiversidad no ha sido completamente descrita, como es el caso de la comunidad de artrépodos de
alta montafia en la FVTM. Este procedimiento es innovador porque (1) se pone a prueba una
hipétesis geografica especifica a priori, y no se espera encontrar algin patrén geografico
(cualquiera) como resultado de los datos y (2) se usan analisis moleculares en muchas especies
distintas codistribuidas en una misma region, que complementa tanto a los analisis biogeograficos,
los cuales usan muchas especies distintas de las mismas zonas pero no usan analisis moleculares,
como a los andlisis filogeograficos, que se enfocan en una sola especie o acaso en un género con
una distribucién particular, lo que dificulta la comparacion de patrones filogeograficos de distintas

especies.



2. Objetivos

El objetivo general de este proyecto fue analizar el patrén de distribucion de la diversidad en el
sistema de islas en el cielo de la FVTM por medio del estudio de la diferenciacién genética y
especifica de comunidades de artr6podos de alta montafia.

Para esto se plantearon los siguientes objetivos particulares:

¢ Delimitar unidades taxonémicas operacionales (OTUs) con el fin de comparar distintos
patrones de diversidad en la misma zona geografica.

e Comparar la diversidad genética con la diversidad especifica en siete montafias de la FVTM.

e Analizar la distribucién de la biodiversidad en la FVTM, tanto longitudinal como
altitudinalmente.

e Analizar si la distribucion de la diversidad de artropodos en la FVTM se apega a la

estructura Este-Oeste que se ha propuesto en otros estudios.



3. Hipotesis

La estructura y composicion de la biodiversidad es moldeada por la historia geologica del paisaje.
Por lo tanto, se esperaria que las comunidades de artrépodos de alta montafia que habitan en la
FVTM presenten una estructura correspondiente a un sistema de islas en el cielo con cambios en la
distribucion de especies debido a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, en combinacién con
la actividad volcanica que caracterizo a la FVTM en los ultimos 1.5 Ma. Esta dinamica se vera
reflejada en la estructura de la biodiversidad independientemente de la distancia geografica efectiva
que separa a las montafias en la actualidad.

A partir de esta hipotesis, se esperaria que se cumplieran las siguientes predicciones:

* Se encontraran similitudes entre los patrones de diversidad de distintas OTUs debido a que
algunos han coexistido en el mismo paisaje geografico. Esto no implica que todas las OTUs
mostraran el mismo patron, sino que la historia geologica de un espacio podra tener efectos
similares en la diversidad y distribucion de distintos linajes contemporaneos. En este
sentido, los patrones de biodiversidad encontrados estaran mas relacionados a la historia
geologica y climatica de la FVTM que a la distancia geografica lineal entre montafias.

* Con base en otros estudios en donde se ha propuesto una diferencia en la composicién
taxonomica entre las montafias occidentales y orientales, se esperaria que las comunidades
de artropodos de la FVTM se encuentren estructuradas longitudinalmente en dos
componentes: este y oeste, independientemente de la distancia geografica efectiva que
separa a las montafias en la actualidad.

* Las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno han permitido conectividad entre habitats de
alta montafa fragmentados en periodos interglaciales. Por lo tanto se esperaria un patrén
distinto entre las comunidades de los dos tipos de vegetacion estudiados, los cuales se
distribuyen en altitudes distintas. Es decir, se esperaria una menor diferenciacién en las
especies distribuidas en bosque de Abies (que estan a menor altitud), que aquellas
distribuidas en el pastizal alpino (que se encuentran a mayor altitud), debido a la mayor
conectividad que pudo haber existido en periodos glaciales entre las especies que habitan en

los bosques.



4. Métodos

4.1. Obtencion de muestras y secuencias genéticas

Durante marzo y abril de 2014 se realizaron salidas al campo con el fin de recolectar artropodos que
habitan en el bosque de Abies (~3,200 m s.n.m.) y en el pastizal alpino (~3,900 m s.n.m.) de siete
montafias de la FVTM (Tabla 1 y Fig. 2).

[ Sierra Madre Oriental
[ Faja Volcanica Transmexicana 50 0 50 100 150 200k

Figura 2. Montafias de la FVTM en donde se realizaron las colectas durante marzo y abril de 2014. a) Mapa
de México con la regién biogeografica correspondiente a la FVTM en verde y la Sierra Madre Oriental en
lila. b) acercamiento del mapa de la FVTM con curvas de nivel, se indican los nombres de las ciudades
principales cercanas a las montafias estudiadas y los nimeros indican las montafias en donde se realiz6 la
colecta de la siguiente manera: (1) Cerro de San Andrés, (2) Cerro Blanco, (3) Nevado de Toluca, (4) Ajusco,

(5) Iztaccihuatl, (6) Malinche y (7) Cofre de Perote.

Tabla 1. Montafias en donde se realizaron las colectas de artrépodos. Se indica el nombre de las montafias,

las coordenadas geograficas y la altitud a la cual se realizé la colecta.

Montaiia Coordenadas Altitud m s.n.m.

Bosque de  Pastizal

Abies alpino
Cerro de San Andrés 19°47' 56.7" N 100° 35' 25.6" O 3,230 3,530
Cerro Blanco 19° 33'49.0" N 100° 13'32.4" O 3,264 3,612
Nevado de Toluca 19°07' 17.8" N 99° 46' 26.9" O 3,364 4,071
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Montaiia Coordenadas Altitud m s.n.m.

Bosque de  Pastizal

Abies alpino
Ajusco 19° 12' 58.5" N 99°15' 20.1" O 3,300 3,728
Iztaccihuatl 19°08' 21.4" N 98° 38'27.9" O 3,386 3,974
Malinche 19°14'18.7" N 98° 01'45.1" O 3,490 3,996
Cofre de Perote 19°31'11.9" N 97° 09' 28.4" O 3,409 4,159

4.1.1. Métodos de muestreo

Con la finalidad de hacer un muestreo generalizado y abarcar la mayor diversidad posible, se usaron

cinco técnicas de colecta (Fig. 3):
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Figura 3. Diagramas y fotografias de los cinco métodos de colecta en campo.

Trampas de caida o pitfall. Se usan para colectar artropodos que viven en la superficie del
suelo. Consiste en un recipiente de plastico con fijador que se entierra en el suelo y se tapa, se deja

un espacio entre el recipiente y la tapa para que los artropodos que pasen por ahi caigan dentro del
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recipiente.

En cada montafia se colocaron dos conjuntos de 20 trampas de caida, uno en el bosque de
Abies y otro en el pastizal alpino. Para lograrlo, se trazé una parcela de 20 x 15 m en cada tipo de
vegetacion, se hicieron perforaciones en el suelo de aproximadamente 15 cm de profundidad cada
cinco metros formando una cuadricula y se colocé una trampa de caida cada cinco metros. Las
trampas se construyeron con recipientes de plastico de un litro, a los cuales se le hicieron
perforaciones en forma de ventanas de 2 x 3 cm a 8 cm de distancia de la base del recipiente. Los
recipientes fueron enterrados hasta esa altura, para que las ventanas quedaran a ras de suelo. A cada
recipiente se le agregaron 200 mL de alcohol (como conservador) al 70% con glicerina (para evitar
la evaporacion del alcohol), y luego se taparon. Previamente las tapas fueron pintadas con pintura
café en aerosol para impedir que entrara demasiada luz y se calentara el recipiente, y para que la
trampa se confundiera un poco con la vegetacion.

Las trampas se quedaron en los sitios durante dos semanas. Los artropodos que cayeron en
las 20 trampas de cada parcela se colectaron en un mismo recipiente. De esta manera se obtuvieron
14 recipientes de artropodos colectados por trampas pitfall a dos altitudes distintas en las siete
montanas.

Trampas jabonosas. Son recipientes pequefios a los que se les agrega agua con jabon
neutro. Se utilizan para capturar insectos voladores, que al acercarse al cuerpo de agua caen dentro
del recipiente ya que el jabon rompe la tensién superficial del agua. Estas trampas suelen usarse en
estudios de polinizadores, por lo tanto los recipientes se pintaron con colores fluorescentes que
llaman la atencion de los insectos.

En cada tipo de vegetacién de cada montafia se trazé una parcela de 20 x 20 m. Dentro de las
parcelas se colocaron aleatoriamente cinco trampas azules, cinco amarillas y cinco blancas, en 15
conjuntos de tres recipientes (uno de cada color). Las trampas se dejaron durante todo el dia de
trabajo (aproximadamente 6 horas) y los insectos que cayeron en una parcela fueron colectados en
un mismo recipiente. Al final se obtuvieron 14 recipientes de insectos colectados con trampas
jabonosas a dos altitudes en siete montafias.

Recoleccion de hojarasca. Con el fin de recolectar a los artropodos que viven en el suelo,
se traz6 una parcela de 20 x 20 m en donde se recolecté aleatoriamente 1 m?® de hojarasca, en diez
ocasiones. En cada metro cuadrado recolectado se midi6 la profundidad de la hojarasca, después se
tamizo para reducir el volumen de materia y para filtrar los artropodos. Esta colecta se realizé sélo
en el bosque de Abies.

Posteriormente las muestras fueron colocadas en embudos de Berlese, que son embudos

metalicos y lisos a los que se les coloca un tamiz en la parte superior y un frasco con alcohol en la
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parte final del embudo. La muestra se sostiene sobre el tamiz, y por fototropismo negativo, los
artrépodos se mueven hacia el fondo del embudo y resbalan hacia el alcohol. Las 70 muestras
colectadas (10 por montafia) se dejaron en los embudos de Berlese durante una semana.

Recoleccion de zacatones. En el pastizal de alta montafia la artropofauna encuentra refugio
y alimento dentro de los zacatones tipicos de la vegetacion. Para recolectarlos se traz6 una parcela
de 20 x 20 m y aleatoriamente se escogieron 10 zacatones. Los zacatones fueron embolsados para
atrapar a todos los artropodos que estuvieran presentes, se midié su altura y perimetro y se cortd
desde la base con una segueta, de forma que quedaron dentro de las bolsas los zacatones y los
artropodos asociados. Este muestreo se llevo a cabo so6lo en el pastizal alpino. Las 70 muestras
fueron procesadas en embudos Berlese durante una semana.

Red de golpeo. Los artrépodos que vuelan o viven sobre ramas y arbustos fueron
recolectados con una red de golpeo. En cada tipo de vegetacion se traz6 una parcela de 20 x 20 m,
en donde se golpeo al aire y ramas durante una hora efectiva, cronometrada, y parando cada 5

minutos para colocar en frascos con alcohol los artrépodos colectados.

4.1.2. Procesamiento de especimenes recolectados

Todas las colectas se conservaron en alcohol al 70%. Las muestras mas abundantes y diversas
fueron las colectadas por trampas de caida, por lo tanto se trabajé sélo con esta coleccién para el
resto de los andlisis. De las colectas de trampas pitfall se aislaron los individuos de los 6rdenes
Coleoptera y Araneae. De cada orden se conformaron morfotipos con base en las caracteristicas
morfolégicas de cada individuo, es decir, se conformaron grupos de individuos semejantes
morfolégicamente provenientes de distintas montafias. Para facilitar esta clasificacion primero se
separaron las muestras de cada montafia, se tomd una fotografia de cada tipo morfolégico por
montafia y luego se compararon las fotografias entre si.

A cada individuo se le asign6 una clave que incluye la informacién del sitio de colecta
(montafia y tipo de vegetacion), tipo de trampa en donde se encontr6 y numero de morfotipo e
individuo, de la siguiente manera: las primeras dos letras indican la montafia (An-Cerro de San
Andrés, Bl-Cerro Blanco, To-Nevado de Toluca, Aj-Ajusco, Iz-1ztaccihuatl, Ma-Malinche, Pe-Cofre
de Perote), la tercer letra indica el tipo de vegetacion (B-Bosque de Abies, Z-Pastizal alpino), la
cuarta letra indica la trampa utilizada (P-pitfall), la quinta y sexta letra indican el orden
(Co-Coleoptera y Ar-Araneae), finalmente se indica el nimero de morfotipo y separado con un

guion, el nimero de individuo de ese morfotipo. Por ejemplo AjBPCo1-3 es un individuo que se
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colect6 en el Ajusco (Aj), en bosque de Abies con trampas pitfall, es del orden Coleoptera, y es el
tercer individuo del morfotipo 1. Ademas se conformé un registro fotografico, en donde se obtuvo
la fotografia de al menos un individuo de cada morfotipo por montafia con aumento 10x (por

ejemplo Fig. 4).

SAN CERRO NEVADO DE ~ AJUSCO IZTACCIHU ~ MALINCHE

ANDRES BLANCO TOLUCA )] ATL (Ma)
(An) (80 (To) (12

Figura 4. Fotografia 10x de un individuo por montafia del morfotipo 1 (Col).

4.1.3. Métodos moleculares

Se extrajo ADN de los coledpteros y arafias con un protocolo de extraccion con resina Chelex
(modificado de Casquet et al., 2011), la cual se une a los componentes polares de las células
después de la lisis, mientras que los componentes no polares se quedan en disolucion.

Cada espécimen se traté por separado: de cada uno se removio tejido (una pata, dos patas,
cuatro patas, medio cuerpo o cuerpo completo, de acuerdo con su tamafio) y se guardé en placas de
PCR con alcohol etilico al 99%. Se llenaron 9 placas con 864 muestras. Para realizar la extraccion
se dejo secar el alcohol, a cada pocillo se le agregaron 10 pL. de Proteinasa K y 150 pL de resina
Chelex en disolucion al 10% (20 gr de Chelex en 200 mL de agua destilada) y cada placa se dej6 en
la estufa por 12 horas a 55°C.

Se amplificé la subunidad 1 6 2 del gen mitocondrial citocromo oxidasa (coxl y cox2,
respectivamente) con un 1 pL de dilucién 1:10 de ADN, los primers utilizados para cada caso se
enlistan en la Tabla 2.

Para la amplificacién en coledpteros, se llevaron a cabo reacciones en cadena de polimerasa
(PCR) en un termociclador G-Storm con un volumen de PCR de 25 pL, conformado por 17.6 pL de
agua destilada, 2.5 pL. NH,4 (10x), 1 pL. MgCl, (50 mM), 1 pL. de dNTP 10 mM, 0.5 pL de BSA,
0.63 pL de primer Jerry (10uM) y de primer SpatR (10 pM), 0.1 pL de Taq polimerasa y 1puL de
ADN (dilucion 1:10) (Gillett et al., 2014). Las PCR se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones: inicio a 94°C durante 2 minutos, 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C

y 1 minuto a 70°C, y extension final de 10 minutos a 72°C.
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En los coledpteros en los que no se logré amplificar el gen coxI se amplifico el gen cox2
con los primers TL2-J-3038 (TED) y TK-N 3782 (EVA) (Caterino y Sperling, 1999), con las
siguientes concentraciones de reaccion: 14.40 pL de agua destilada, 2.5 pL. NH4 (10x), 2.5 pL
MgCl, (50mM), 2 pL de dNTP 10 mM, 0.5 pL de BSA, 1 pL de cada primer 10 pM, 0.10 pL de
Taq polimerasa y 1pL de ADN en dilucién 1:10. Las condiciones de PCR para amplificar con TED
y EVA fueron: inicio caliente de 95°C durante tres minutos, 32 ciclos de un minuto a 95°C, un
minuto a 48°C y un minuto a 72°C, extension final de tres minutos a 72°C.

Para amplificar el gen cox1 en arafias se utilizaron los primers del codigo de barras de la
vida LCO1490 y HC0O2198 (Folmer et al., 1994). Las PCR se llevaron a cabo con un volumen de
25pL, conformados por 15.4 pL. de agua destilada, 2.5 pL. NH,4 (10x), 1.5 pL MgCl, (50mM), 2 pL
de dNTP 10 mM, 0.5 pL de BSA, 1 pL de cada primer 10pM, 0.1 pL de Taq polimerasa y 1 pL de
ADN en diluciéon 1:10. Las condiciones de amplificacion fueron dos minutos a 95°C, 40 ciclos de
un minuto a 95°C, 45 segundos a 52°C y un minuto a 72°C, y una extension final de cinco minutos
a 72°C.

Para los individuos que no se pudieron amplificar bajo las condiciones descritas
anteriormente, se hicieron modificaciones en las condiciones de PCR, disminuyendo la temperatura
de hibridacion del primer. La amplificacion de los fragmentos de cox1 y cox2 fue comprobada con
geles de agarosa 1%. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados con el servicio de
Macrogen Europe. Unicamente se secuenci6 con el primer SPatR para coxI y TED para cox2 en
coleodpteros, y con el primer LCO para cox1 en arafias, ya que una sola reacciéon de secuenciacion
resulto suficiente para cubrir con alta calidad ~700 pb en coledpteros y ~500 pb en arafias.

Las secuencias fueron agrupadas en carpetas de acuerdo a los morfotipos clasificados

anteriormente, se editaron a mano y se alinearon en el programa Geneious 5.6.7.

Tabla 2. Primers utilizados en la amplificacién de los marcadores cox 1 y cox 2 en coledpteros y arafias.

Nombre Marcador |Direccion Secuencia Longitud (kpb)
Jerry coxl 3' Fwd. CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 0.8
Stev_pat_R cox1 3' Rev. GCACTAWTCTGCCATATTAGA
(SPatR)
TL2-J-3038 cox 2 Fwd. TAATATGGCAGATTAGTGCATTGGA 0.7
(TED)
TK-N 3782 cox 2 Rev. GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCATCT
(EVA)
HCO02198 cox15' Fwd. GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 0.5
LCO1490 cox15' Rev. TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
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4.2. Catdlogo de muestras

La formacién de un catdlogo de la biodiversidad de artrépodos que alberga la Faja Volcanica
Transmexicana puede ser ttil para sentar las bases de trabajos posteriores. Por ejemplo para analizar
la diversidad de artropofauna y la dinamica de comunidades de este sistema montafioso, para
identificar posibles especies candidatas para andlisis filogeograficos posteriores o para tener una
biblioteca de referencia al realizar estudios con metabarcoding.

La base de datos BoldSystems (www.boldsystems.org) provee una opcién para generar
proyectos propios que pueden ser visualizados por todo aquel que ingrese a la pagina. De esta forma
puede conformarse un catélogo digital asociado a toda la base de datos de barcode. Las buisquedas
en BoldSystems pueden hacerse por proyecto, por cédigo de identificacion, por medio de la
identificacion de secuencias desconocidas, por taxonomia y por region geografica. Los datos que
pueden ser visualizados y descargados son las secuencias por individuo, con informacién de su
procedencia, un identificador tinico que le es asignado y su fotografia.

Como parte de esta tesis, se conformé un catdlogo del proyecto en BoldSystems llamado
“Transmexican Volcanic Belt Arthropod Taxa” (TMVBAC), al que se han subido las secuencias y

fotografias de los ejemplares estudiados.

4.3. Delimitacion de unidades taxonémicas operacionales (OTUs)

Se compararon las secuencias consenso de los alineamientos de cada morfotipo con secuencias

genéticas de las bases de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), del National

Center for Biotechnology Information (NCBI), y BoldSystems (http://www.boldsystems.org/). Para

esta buisqueda se escogio a los morfotipos con mayor cantidad de individuos y mas representados en
distintas montafias. A partir de la comparacién se obtuvo informacién taxonémica que fue agregada
en la base de datos de las muestras, de manera que se conjunt6 en una sola base de datos la clave
Unica correspondiente a cada muestra, el morfotipo al que pertenece, los datos de amplificacion, de
extraccion y de secuenciacion, y su informacién taxonémica hasta nivel familia (Anexo 1).

En total se identificaron tres familias de coledpteros (Hydraenidae, Carabidae y
Curculionidae) y cuatro familias de arafias (Linyphiidae, Gnaphosidae, Anyphaenidae y
Agelenidae). A partir de ese momento se reagruparon las secuencias por familia, aunque cada
secuencia mantuvo su clave unica y el registro del morfotipo que le fue asignado originalmente.

En cada familia se conformaron OTUs con el fin de generar grupos de secuencias que

16


http://www.boldsystems.org/

pudieran usarse como unidades en analisis posteriores. Las OTUs son grupos de secuencias que
pueden unificarse con distintos métodos y sirven como especies putativas (Kekkonen y Hebert,
2014). Para esto se compararon los resultados de dos métodos, uno con base en similitud de
secuencias, implementado con el programa CROP (Clustering RNA for OTU prediction, Hao et al.,
2011); y otro con base en la tasa de especiacion y coalescencia implementado con el algoritmo

generalized mixed Yule coalescent (GMYC) en el paquete splits (SPecies LImits by Threshold

Statistics) del lenguaje de programacién R (http://r-forge.r-project.org/projects/splits/; el Anexo 2
contiene el codigo de R que fue utilizado).

CROP es una herramienta de agrupamiento disefiada por Hao et al., (2011) para estudios
metagendémicos, cuyo objetivo original es agrupar secuencias de 16S rRNA en OTUs, pero que
puede ser utilizado para agrupar fragmentos pequefios de cualquier tipo de secuencia, incluyendo
cox en artropodos (e.g. Yu et al., 2012). CROP genera grupos de secuencias con un umbral suave
utilizando un algoritmo de probabilidad bayesiana e implementado un modelo mixto Gaussiano.

El método GMYC, disefiado por Pons et al. (2006) y Fontaneto et al. (2007), se usa para
delimitar grupos evolutivamente independientes. A diferencia de los métodos de agrupacion que
usan un umbral de diferenciaciéon genética entre secuencias, el GMYC es una aproximacion
estadistica que predice cambios en la tasa de ramificacion entre linajes y asocia dichos cambios a la
delimitacién de especies. En este procedimiento se evalia, mediante un arbol filogenético, el
cambio en la tasa de ramificaciéon de un gen en un conjunto de individuos, el cual es interpretado
como una transicion de relaciones interespecificas (especiacién) hacia relaciones intraespecificas
(coalescencia). Si ocurre un incremento en la tasa de ramificacion filogenética que no pueda ser
explicado por un proceso de coalescencia neutral, se apoya la presencia de especies independientes.
Con base en el modelo de ramificacién de Yule (un modelo estocastico que considera s6lo
nacimientos o especiacion), el GMYC optimiza un umbral de edad que corresponde a la transicion
entre coalescencia y especiacion. Posteriormente se compara la probabilidad del modelo nulo, en el
cual todas las muestras pertenecen a una misma especie, con la probabilidad del modelo alternativo,
en el que distintos grupos coalescentes estan agrupados en un arbol de especies (Papadopoulou et
al., 2009; Fujisawa y Barraclough, 2013; Humphreys y Barraclough, 2014).

Para implementar el método GMYC se calcularon arboles filogenéticos de cuatro familias
taxonomicas: Curculionidae (Orden Coleoptera), Carabidae (Orden Coleoptera), Linyphiidae
(Orden Araneae) y Gnaphosidae (Orden Araneae). Se usé el programa BEAST v1.8.2. (Drummond
et al., 2012) con un modelo de especiacién de nacimiento-muerte con muestreo incompleto, reloj
relajado con tasas de substitucion obtenidas con una distribucién previa (prior) uniforme de 0 a 100,

a la raiz del arbol se le asign6 una distribucion previa uniforme de 0.9 a 1.1 unidades de tiempo y un
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valor inicial de 1, de manera que se calcularan tiempos relativos y no absolutos. En los demas
parametros se dejo el valor predeterminado para las distribuciones previas. La buisqueda comenz6 a
partir de un arbol UPGMA, cada busqueda implementé una cadena de 100,000,000 pasos. Los
resultados fueron analizados en el programa Tracer v1.6. y el arbol de maxima credibilidad fue
identificado con Treeanotator v1.8.2. Los arboles fueron importados a R para implementar la
funciéon gmyc con los parametros predeterminados.

Los grupos resultantes del método GMYC y del programa CROP fueron comparados. En la
mayoria de los casos coincidieron, sin embargo, en algunas ocasiones se formaron mas grupos con
el método GMYC que con CROP. En estos casos se optd por conformar menos grupos con mas
representantes en distintas montafias en vez de mas OTUs con menos individuos. Esta decision se
sustentd en resultados de publicaciones que al comparar distintos métodos para delimitar OTUs
encontraron que el GMYC tiende a sobreestimar la cantidad de unidades evolutivas (Kekkonen y

Hebert, 2014), en la discusion de esta tesis se profundiza mas sobre este tema.

4.4. Diversidad genética y diversidad especifica en siete montafias de la FVTM

La diversidad especifica de un lugar se mide con indices que evaltian la riqueza y abundancia de
especies de la comunidad (Whittaker, 1960). Para comparar la diversidad entre las siete montafias
estudiadas se obtuvo el nimero de OTUs presentes en cada montafia y los indices de diversidad de
Simpson y de Shannon-Weaver. También se obtuvo la diversidad beta, un indice que evalda la
heterogeneidad de especies, es decir, qué tanto cambia la diversidad especifica en un gradiente
ambiental (Whittaker, 1960). Los indices de diversidad fueron calculados con el paquete vegan en R
(Oksanen et al., 2013; el Anexo 2 contiene el codigo de R que fue utilizado).

Por otro lado se evalu6 la diversidad genética existente en cada montafia. Para esto se
obtuvo el nimero de haplotipos totales y haplotipos tnicos de cada OTU y cada montafia. Las
OTUs que se utilizaron fueron aquellas con un minimo de dos representantes en al menos dos
montafias. Los calculos se realizaron con los paquetes adegenet y pegas en R (Jombart, 2008;
Paradis, 2010; el Anexo 2 contiene el codigo de R que fue utilizado). La montafia Cerro de San
Andrés no fue considerada en este calculo porque no se encontraron OTUs en esta localidad con

mas de dos representantes en otras montafias.

18



4.5. Estructura genética dentro de las OTUs

Se analiz6 la estructura genética de la comunidad de artropodos de la FVTM con matrices de
distancia genética y con el estadistico Fsr, con el fin de calcular la diferenciacién genética entre
individuos de las distintas localidades.

En el lenguaje de programacion R con el paquete adegenet (Jombart, 2008) se calcul6 la
distancia genética con dos medidas estadisticas, la distancia de Roger (euclidiana) y la de Nei (no
euclidiana). El analisis se realiz6 en tres niveles: (1) entre las OTUs de coledpteros y de arafias, (2)
entre las OTUs de cada familia taxonémica y (3) entre las poblaciones de cada OTU. Con las
distancias de las matrices se construyeron clusters para visualizar mejor las relaciones entre los
grupos. Con el mismo paquete se calculd la Fsr entre las poblaciones de cada OTU. Finalmente, con
el paquete pegas (Paradis, 2010) se construyeron redes de haplotipos de cada OTU (el Anexo 2

contiene el codigo de R que fue utilizado).

4.6. Diferencia entre las comunidades de artropodos de la FVTM que habitan distintos

tipos de vegetacion

Para evaluar si existe una diferencia en la estructura y composicién de las comunidades que habitan
en los pastizales alpinos y aquellas que habitan en el bosque de Abies, se calculé la frecuencia de
OTUs existentes en ambos tipos de vegetacién. Posteriormente, con base en los arboles
filogenéticos obtenidos por familia, se analizé6 la pertenencia de cada OTU a ambos tipos de

vegetacion.

4.7. Evaluacion de una posible estructura Este-Oeste en la FVTM

Para poner a prueba si existe una estructura Este-Oeste entre las montafias analizadas se usaron dos
métodos: andlisis de modelos nulos y anélisis de varianza con permutaciones. Con los andlisis de
varianza se realizo un cluster y un analisis de coordenadas principales (PCoA).

El analisis de modelos nulos, disefiado por Gotelli y Graves en 1996, se basa en la
comparacion de los datos empiricos que describen a las comunidades ecologicas con datos de

comunidades simuladas en la computadora. Las comunidades simuladas representan el escenario
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que se esperaria observar en ausencia de un mecanismo ecoldgico particular, de manera que se
genera un modelo nulo que posteriormente es comparado con el patron que generan los datos
empiricos. Las comunidades simuladas se construyen a partir de la aleatorizacion de los datos
empiricos, en la cual se permite que ciertos elementos varien estocasticamente mientras que otros se
mantienen fijos; por ejemplo, se pueden aleatorizar comunidades cambiando s6lo la informacion de
los sitios o sélo la informacién de la especies. El procedimiento general consiste en modelar muchas
comunidades aleatorias con los datos recolectados en campo, después se calcula y se compara
estadisticamente el indice de interés (e.g. diversidad beta) en los datos empiricos con el indice
obtenido en las comunidades simuladas (el modelo nulo).

Dado que el objetivo es evaluar la diferencia de comunidades entre montafias del Este (E) y
montafias del Oeste (O) del area de estudio, la diversidad beta se calcul6 a partir de la comparacion
de dos grupos de montafias, las montafias occidentales (O: Cerro San Andrés, Cerro Blanco y
Nevado de Toluca) y las montafias orientales (E: Ajusco, la Malinche, Iztaccihuatl y Cofre de
Perote). Esta categorizacion se basd en resultados de estudios previos que describen una
diferenciacién en la composicién y estructura de linajes a lo largo de la FVTM cuya separacion
puede ubicarse alrededor de los 99° de longitud.

A partir de la matriz de presencia-ausencia de OTUs en las siete montafias, se realizaron 999
simulaciones de comunidades aleatorias y se calcul6 la diversidad beta en todas las comunidades (la
empirica y las simuladas). Estos analisis se realizaron con la funcién oecosimu del paquete vegan en
R (Oksanen et al., 2013). En la funcién oecosimu se incluye el indice que se quiere obtener, en este
caso se calcul6 diversidad beta con la funcién nestedbetasor, la cual encuentra disimilitudes entre
sitios y descompone esta informaciéon en componentes de recambio (turnover) y anidamiento
(nestedness) de acuerdo a Baselga (2010), quien propone que el recambio se da por un proceso de
reemplazo o sustitucion de especies mientras que el anidamiento se da por un proceso de pérdida de
especies. De esta manera la informacion de la diversidad beta se descompone en tres resultados:
recambio, anidamiento y la suma de las dos, que es la diversidad beta total (Baselga, 2010).

Para comparar este resultado con otros posibles escenarios de estructuracion se simularon
diferentes agrupamientos de montafias. Todos los grupos consistieron en un vector de cuatro
montafias (“E”) y otro de tres (“O”), dando un total de 35 agrupamientos distintos (Tabla 3). De los
35 grupos analizados, el grupo 1 corresponde a la estructura Este-Oeste que se estd poniendo a
prueba. Se repitio el analisis de modelos nulos con cada uno de los grupos y se compararon los
resultados.

La otra forma en la que se analiz6 la separacion E-O fue con un analisis de varianza con

permutaciones, en donde se compar6 la varianza de diversidad beta entre un vector Este y un vector
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Oeste. Se usaron los mismos 35 grupos de montafias (Tabla 3) para analizar las posibles
combinaciones de estructuraciéon E-O existentes. Estos andlisis se realizaron con el paquete vegan
con la funcién betadiver en R. Con el fin de visualizar los resultados se construyd un PcoA y un

cluster con los indices de diversidad beta (el Anexo 2 contiene el cddigo de R que fue utilizado).

Tabla 3. Grupos de montafias utilizados en los andlisis de modelos nulos con el objetivo de probar distintos
escenarios de estructura de la diversidad en las siete montafias estudiadas de la FVTM. Se usaron todas las
combinaciones posibles que dividieran a las montafias en dos conjuntos de tres y cuatro montafias. Las
iniciales indican el nombre de la montafia de la siguiente forma: Cerro de San Andrés (An), Cerro Blanco

(B]), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

Grupo (0] E
1 An, Bl, To Aj, Iz, Ma, Pe
2 An, Bl, Aj To, Iz, Ma, Pe
3 An, Bl Iz To, Aj, Ma, Pe
4 An, Bl, Ma To, Aj, 1z, Pe
5 An, Bl, Pe To, Aj, 1z, Ma
6 An, To, Aj Bl, Iz, Ma, Pe
7 An, To, Iz Bl, Aj, Ma, Pe
8 An, To, Ma Bl, Aj, Iz, Pe
9 An, To, Pe Bl, Aj, 1z, Ma
10 An, Aj, Iz B, To, Ma, Pe
11 An, Aj, Ma Bl, To, Iz, Pe
12 An, Aj, Pe Bl, To, Iz, Ma
13 An, Iz, Ma B, To, Aj, Pe
14 An, Iz, Pe Bl, To, Aj, Ma
15 An, Ma, Pe Bl, To, Aj, 1z
16 B, To, Aj An, Iz, Ma, Pe
17 Bl, To, Iz An, Aj, Ma, Pe
18 B, To, Ma An, Aj, Iz, Pe
19 Bl, To, Pe An, Aj, Iz, Ma
20 Bl Aj, Iz An, To, Ma, Pe
21 Bl, Aj, Ma An, To, Iz, Pe
22 Bl, Aj, Pe An, To, Iz, Ma
23 Bl, Iz, Ma An, To, Aj, Pe
24 Bl, Iz, Pe An, To, Aj, Ma
25 BIl, Ma, Pe An, To, Aj, Iz
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Grupo (0] E
26 To, Aj, Iz An, Bl, Ma, Pe
27 To, Aj, Ma An, B, Iz, Pe
28 To, Aj, Pe An, Bl, Iz, Ma
29 To, 1z, Ma An, Bl, Aj, Pe
30 To, Iz, Pe An, Bl, Aj, Ma
31 To, Ma, Pe An, Bl, Aj, Iz
32 Aj, 1z, Ma An, B], To, Pe
33 Aj, Iz, Pe An, Bl, To, Ma
34 Aj, Ma, Pe An, Bl, To, Iz
35 Iz, Ma, Pe An, B, To, Aj
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5. Resultados

5.1. Procesamiento de muestras

De los cinco tipos de muestreo que se realizaron se obtuvo una mayor cantidad y variedad en las
trampas de caida (pitfall), por lo que se concentraron esfuerzos en procesar las muestras colectadas
con este método. Se separaron los artropodos en Ordenes taxonémicos y se dio prioridad a los
ordenes Coleoptera y Araneae. La decision de continuar s6lo con coledpteros y arafias se tomo
porque se contaba con los métodos de laboratorio estandarizados para obtener secuencias de estos
grupos de organismos, se encontraron ampliamente representados en el muestreo general y son
grupos que albergan grandes niveles de diversidad. Los individuos fueron agrupados en 103
morfotipos de coledpteros y 95 morfotipos de arafias, de los cuales s6lo 13 y 22 morfotipos de

coleopteros y de arafias, respectivamente, tienen representantes en mas de una montafia (Tabla 4).

Tabla 4. Ntumero de individuos por morfotipo recolectados en cada montafia. Los morfotipos con el prefijo
Co son coleodpteros y los morfotipos con prefijo Ar son arafias. Los sitios de colecta fueron Cerro de San
Andrés (An), Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y
Cofre de Perote (Pe).

Morfotipo An Bl To Aj Iz Ma Pe
Col 1 12 12 6 13 15 5
Co2 8 5 12
Co3 1 5 11
Co4 5 1 1
Co5 3 5
Cob6 2 2
Co7 7 2 1
Co8 1 4 2
Co9 19 11 2

Col0 1 12 14 12 12 12
Coll 1 12 3 13
Col2 7 4
Col3 1 10
Arl 13 9
Ar2 6 1 2 23 5 13
Ar3 2 12 2 1 3
Ar4 2 8 2
Ar5 1 6 5 2 5

23



Morfotipo An Bl To Aj Iz Ma Pe
Ar6 6 12
Ar7 3 2 1 9 12
Ar8 6
Ar9 10 1 6 1 3
Ar10 2 2 2
Arll 5 2
Ar12 2 1
Ar13 23 24 6 2
Arl4 5 6 3
Ar15 5 2
Arl6 4 6 1 5 4 10
Arl7 1 8 8
Ar18 12
Ar19 1 4
Ar20 2 1 3 2
Ar21 13 9 7 1
Ar22 2 4 1 8 1

Debido a distintos obstaculos durante los procesos de extraccion, amplificacion y secuenciacién, la
cantidad de muestras fue mermando. La mayor reduccién se dio en el proceso de amplificacién,
esto puede deberse a distintos factores, mismos que se solucionaron como se explica a
continuacion: (1) que el ADN esté degradado, ya sea por alguna manipulacién en laboratorio o por
las condiciones en las que fue colectado el organismo; (2) la cantidad de ADN en la muestra era
demasiado alta, problema que puede solucionarse haciendo distintas diluciones del material
genético; (3) el primer utilizado no es adecuado para amplificar coxI en esos organismos y/o las
condiciones de amplificacién no son las correctas, ya que probablemente ese morfotipo contiene
mutaciones en el segmento en donde hibrida el primer, en este caso se puede solucionar con ciclos
de mayor temperatura o de distinta temporalidad o se pueden usar otros primers para amplificar el
mismo marcador; y (4) errores en la preparacion del coctel para PCR, que puede solucionarse
cambiando las alicuotas utilizadas en la mezcla. A pesar de intentar las distintas soluciones descritas
anteriormente, varias de las muestras no se pudieron amplificar.

De los 384 coleo6pteros procesados (de los cuales 291 fueron asignados a un morfotipo) se
logré amplificar el gen cox1 o cox2 de 247 especimenes (207 pertenecientes a algtin morfotipo). En
total se obtuvieron 185 secuencias de coledpteros de buena calidad (>60% HQ en Geneious). En

cuanto al orden Aranaeae, se procesaron 480 especimenes de los cuales 408 fueron asignados a
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algun morfotipo. Se logré amplificar el gen cox1 de 365 especimenes (296 pertenecientes a algin
morfotipo) de los cuales se obtuvieron 240 secuencias de buena calidad. En total se logré obtener
secuencias de aproximadamente el 49% de las muestras colectadas. Las secuencias editadas se
encuentran disponibles en la seccion de Complementos del archivo digital de esta tesis, la cual

puede ser consultada en la pagina de internet de catalogos de la Biblioteca Digital de la UNAM

(http://tesis.unam.mx/F).

5.2. Catdlogo de muestras

Se realiz6 un catadlogo en BoldSystems con el fin de que la informacién recabada en este proyecto
sea de libre acceso y esté en bases de datos internacionales. El catdlogo sigue en construccion pero
podra ser consultado en www.boldsystems.org bajo el nombre Transmexican Volcanic Belt
Arthropod Taxa con las iniciales TMBVAC.

5.3. Delimitacion de unidades taxonomicas operacionales (OTUs)

A partir de la busqueda en GenBank y BoldSystems se identificé la familia taxonémica de cada
secuencia (Anexo 1). De cuatro morfotipos de coledpteros se identificaron tres familias
taxonomicas: Hydranidae, Curculionidae y Carabidae. En el caso de las arafias, a partir de 12
morfotipos, se identificaron cuatro familias taxonémicas: Linyphiidae, Agelenidae, Gnaphosidae y
Anyphaenidae.

Las secuencias fueron acomodadas en familias taxonomicas independientemente de los
morfotipos a los que pertenecian. A partir de este agrupamiento se realizaron analisis para
identificar unidades taxondmicas operacionales (OTUs). En el andlisis se priorizé aquellas familias
con mayor numero de individuos y mayor representacion en distintas montafias.

Al complementar la informacién de agrupamiento del programa CROP y del método GMYC
se obtuvieron 45 OTUs, once de las cuales son coledpteros, denominadas OTU 1 a 11 (familias
Carabidae y Curculionidae); y 34, denominadas OTU 12 a 45, son arafias (familias Linyphiidae y
Gnaphosidae; Tabla 5). A continuacion se muestra el resultado de ambos métodos en cada familia

taxondmica.
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Tabla 5. OTUs resultantes de la comparacion de GMYC y CROP, se indica el nimero de individuos
encontrados en cada montafia. Las abreviaturas de los nombres de las montafias son: Cerro de San Andrés
(An), Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de
Perote (Pe). Entre paréntesis se muestra el morfotipo al que pertenecian esos individuos. * indica las OTUs

con representantes en dos o mas montaiias.

OTU An Bl To Aj Iz Ma Pe
5
1 (Co7)
4
2 (Co1)
3 * 10 3 1
(Col1l) (Co11l) (Co11)
2
4 (Co 11)
2
> (Co 1)
1
6 (Co7)
1
7 (Co7)
8 * 4 5 1 4
(Co ) (Co 1) (Co 1) (Co 1)
1
9 (Co 1)
5 14
%
10 (Co10) (Co10)
11 * 6 8 8
(Co10) (Co10) (Co 10)
2
12 (Ar7)
11
(Ar 9, Ar
13 11, Ar 6,
Ar 3)
6 7
14 (Ar1) (Ar 6)
8
10
15 * (4Ar Allj gr (Ar 1, Ar
Ar11) 3,Ar5)
1 1
167 (Ar 7) (Ar 1)
7
17 (Ar 9, Ar
17)
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OTU An Bl To Aj Iz Ma Pe
18 * 1 9 2 2
(Ar5) (Ar18) (Ar4) (Ar5)
1 4
19 (Ar 4) (Ar 5)
3 4
20 * (Ar5,Ar (Ard4, Ar 1 3
12) 18) (Ar12) (Ar7)
2 1
21 (Ar 11) (Ar 3)
2
22 (Ar 3, Ar
10)
2
23 (Ar1)
4
24 (Ar 3)
4
25 * (Ar 3, Ar 2
’ (Ar 10)
9)
5 3
26~ (Ar7) (Ar 6)
4 1
27 (Ar9) (Ar9)
1 5
287 (Ar9) (Ar17)
1
29 (Ar1)
1
30 (Ar 10)
1
31 (Ar 3)
1
32 (Ar3)
1
33 (Ar 4)
1
34 (Ar7)
1
35 (Ar 12)
1
36 (Ar7)
1
37 (Ar17)
1
38 (Ar7)
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OTU An Bl To Aj Iz Ma Pe

3
39 (Ar 16)
40 * 2 3 2
(Ar21) (Ar21) (Ar 16)
2
4l (Ar 16)
3
42 (Ar 21)
2
43 (Ar 21)
2
a4 (Ar 16)
3
45 (Ar 21)

Curculionidae. Las secuencias de cox1 de la familia Curculionidae se separaron en siete OTUs por

ambos métodos (Fig. 5).

Curculionidae (Coleopiera)

a.




Figura 5. Resultados de la delimitacion de OTUs en la familia Curculionidae obtenidos con los métodos
CROP y GMYC. a) Arbol filogenético de la familia Curculionidae obtenido con el programa BEAST, en
donde se muestran en rojo los grupos formados por el método GMYC y en azul los grupos que forma el
programa CROP con un umbral del 97% de similitud. Los ntimeros a la derecha de los cuadros azules
indican el niimero de OTU asignado al comparar ambos métodos. b) Gréfica de la tasa de ramificacion del
arbol filogenético que fue calculada con GMYQC, la linea vertical roja muestra el umbral del cambio en la
tasa de diversificacion-coalescencia. c) Gréfica de la probabilidad de encontrar el umbral del cambio de la
tasa de diversificacion-coalescencia obtenido con GMYC a lo largo del tiempo. d) Fotografia de un

individuo de la familia Curculionidae recolectado en la FVTM.

Carabidae. En estas 41 secuencias se agrupan cuatro unidades evolutivas con el método GMYC y
dos unidades al usar un umbral de 3% de diferenciacion genética. Se decidi6 agrupar las secuencias

en dos OTUs (Fig.6).

Carabidae (¢

Figura 6. Resultados de la delimitacién de OTUs en la familia Carabidae obtenidos con los métodos CROP y

GMYC. a) Arbol filogenético de la familia Carabidae obtenido con el programa BEAST, en donde se
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muestran en rojo los grupos formados por el método GMYC y en azul los grupos que forma el programa
CROP con un umbral del 97% de similitud. Los nimeros a la derecha de los cuadros azules indican el
nimero de OTU asignado al comparar ambos métodos. b) Gréfica de la tasa de ramificacién del arbol
filogenético que fue calculada con GMYC, la linea vertical roja muestra el umbral del cambio en la tasa de
diversificacién-coalescencia. ¢) Grafica de la probabilidad de encontrar el umbral del cambio de la tasa de
diversificacion-coalescencia obtenido con GMYC a lo largo del tiempo. d) Fotografia de un individuo de la

familia Carabidae recolectado en la FVTM.

Linyphiidae. Un total de 129 secuencias pertenecientes a doce morfotipos distintos forman parte de
la familia Linyphiidae. Con un umbral de similitud de 97% se agrupan en 27 unidades, mientras que

por el método GMYC se forman 28 unidades (Fig.7).

Linyphiidae (Araneae

Figura 7. Resultados de la delimitacién de OTUs en la familia Linyphiidae obtenidos con los métodos CROP

y GMYC. a) Arbol filogenético de la familia Linyphiidae obtenido con el programa BEAST, en donde se
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muestran en rojo los grupos formados por el método GMYC y en azul los grupos que forma el programa
CROP con un umbral del 97% de similitud. Los ntimeros a la derecha de los cuadros azules indican el
nimero de OTU asignado al comparar ambos métodos, solamente se muestran las OTUs con mayor cantidad
de individuos. b) Gréfica de la tasa de ramificacion del arbol filogenético que fue calculada con GMYC, la
linea vertical roja muestra el umbral del cambio en la tasa de diversificacién-coalescencia. c) Grafica de la
probabilidad de encontrar el umbral del cambio de la tasa de diversificacién-coalescencia obtenido con
GMYC a lo largo del tiempo. d) Fotografia de un individuo de la familia Linyphiidae recolectado en la

FVTM.

Gnaphosidae. Se tienen 22 secuencias de la familia Gnaphosidae, las cuales fueron agrupadas en

siete unidades con CROP y en ocho con el GMYC (Fig.8).

Gnaphosidae

a. seeeniss )
.:L-:amm | ‘ 45
AcEPAIST1
e | 44

TeEPAIS2

TZPATT4

L ]43

.1 42

4

_'m=m; 39

Figura 8. Resultados de la delimitacién de OTUs en la familia Gnaphosidae obtenidos con los métodos
CROP y GMYC. a) Arbol filogenético de la familia Gnaphosidae obtenido con el programa BEAST, en

donde se muestran en rojo los grupos formados por el método GMYC y en azul los grupos que forma el
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programa CROP con un umbral del 97% de similitud. Los nimeros a la derecha de los cuadros azules
indican el niimero de OTU asignado al comparar ambos métodos. b) Grafica de la tasa de ramificacién del
arbol filogenético que fue calculada con GMYQC, la linea vertical roja muestra el umbral del cambio en la
tasa de diversificacién-coalescencia. c) Gréfica de la probabilidad de encontrar el umbral del cambio de la
tasa de diversificacion-coalescencia obtenido con GMYC a lo largo del tiempo. d) Fotografia de un

individuo de la familia Gnaphosidae recolectado en la FVTM.

5.4. Diversidad genética y diversidad especifica en siete montafias de la FVTM

Con el fin de comparar la diversidad que albergan las distintas montafias de la FVTM se calcul6 la
diversidad de cada una (Tabla 6). La montafia que mostr6 mayor riqueza y mayor diversidad
especifica fue el Ajusco (Aj, 18 OTUs presentes, H=2.53, D= 0.89), y la montafia menos biodiversa
resulto ser el Cerro de San Andrés (An, 6 OTUs, H=1.67, D=0.79 ).

Tabla 6. Riqueza e indices de diversidad de Shannon-Weaver (H') y diversidad de Simpson (D) calculados
con las OTUs presentes en cada montafia. Las abreviaturas de los nombres de las montafia son: Cerro de San
Andrés (An), Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y
Cofre de Perote (Pe).

fndices Montafias
An Bl To Aj Iz Ma Pe
Riqueza 6 9 10 18 9 8 10
H' 1.67 1.98 2.02 2.53 2.00 1.82 1.99
D 0.79 0.83 0.83 0.89 0.84 0.80 0.83

Al evaluar el indice Whittaker de diversidad beta entre las siete montafias resulté que las montafias
con una composiciéon de OTUs mas similar son el Cerro Blanco (Bl) y el Nevado de Toluca (To).
Mientras que el Cerro de San Andrés (An) es la montafia mas distinta a las demas, sobre todo al
compararla con el Ajusco (Aj), el Iztacchihuatl (Iz) y el Cofre de Perote (Pe) (Tabla 7, Fig. 9). Tanto
en el cluster como en el PCoA se puede observar que las montafias se agrupan en pares debido a la
similitud en la composicion de OTUs: el Nevado de Toluca y el Cerro Blanco forman un grupo, el
Ajusco y el Iztaccihuatl también se agrupan, y la Malinche y el Cofre de Perote forman otro grupo.
En cambio el Cerro de San Andrés es distinto al resto de las montafias. También se puede observar
que el primer eje en el PCoA separa a las montafias orientales (Aj, Iz, Ma, Pe) de las occidentales
(To, BI, An).
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Tabla 7. Indice Whittaker de diversidad beta entre montafias. Los valores cercanos o igual a cero indican
mayor similitud entre sitios. Los valores cercanos o igual a uno indican mayor o total diferencia entre sitios,
respectivamente. Las abreviaturas de los nombres de las montafias son: Cerro de San Andrés (An), Cerro

Blanco (BI), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

An Bl To Aj Iz Ma
Bl 0.7333
To 0.8750 0.4736
Aj 1.0000 0.8518 0.8571
Iz 1.0000 0.7777 0.6842 0.7037
Ma 0.8571 0.7647 0.7777 0.9230 0.7647
Pe 1.000 0.8947 1.0000 0.8571 0.7894 0.6666
a) b)

Iz

Figura 9. Relacién entre siete montafias de la FVTM de acuerdo a la diversidad beta de OTUs, visualizada
con a) un cluster y b) un PCoA. Las abreviaciones de cada montaifia son: Cerro de San Andrés (An), Cerro

Blanco (BI), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

En cuanto a la diversidad genética (Tabla 8), la montafia con mayor cantidad de haplotipos es el
Ajusco. Aunque el Ajusco es también la montafia con mas haplotipos unicos, el porcentaje de estos
en relacion al total de haplotipos es mayor en el Iztaccihuatl. Es decir, proporcionalmente existe una
mayor cantidad de haplotipos en el Iztaccihuatl que existen so6lo en esta montafia (85%). El Cofre de
Perote y el Ajusco muestran también una diversidad genética alta en relacién a las otras montafias,

80% y 83% de los haplotipos que presentan, respectivamente, son unicos (Tabla 8).

Tabla 8. Diversidad genética de siete montafias de la FVTM. De once OTUs se muestra el nimero de
individuos de cada OTU (n) presentes en cada montafia, seguido por el numero total de haplotipos

encontrados por montafia y por el niimero de haplotipos tinicos. La tltima columna muestra el ntimero total
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de haplotipos encontrados en cada OTU. Las dos filas al final de la tabla indican el nimero total de

individuos (n), el nimero total de haplotipos y el niimero total de haplotipos unicos encontrados en cada

montafia. Las abreviaturas del nombre de las montafias son: Cerro de San Andrés (An), Cerro Blanco (Bl),

Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

Montafias
OTU i Total
Bl To Aj Iz Ma Pe
n=10 n=3 n=1 n=14
3 7 1 1 8
6 0 1 7
n=1 n=4 n=5 n=4 n=14
8 3 3 1 2 6
1 1 1 1 4
n=>5 n=14 n=19
10 3 2 5
3 2 5
n=6 n=8 n=8 n=22
11 1 2 6 9
1 2 6 9
n=6 n=7 n=13
14 4 3 7
4 3 7
n=8 n=10 n=18
15 7 6 10
4 3 7
n=1 n=9 n=2 n=2 n=14
18 1 1 1 2 5
1 1 1 2 5
n=3 n=4 n=1 n=3 n=11
20 2 2 1 1 5
1 2 1 0 4
n=4 n=2 n=6
25 3 2 5
3 2 5
n=5 n=3 n=8
26 1 1 2
1 1 2
n=2 n=3 n=2 n=7
40 1 1 1 3
1 1 1 3
No. de haplotipos n=12 n=34 n=31 n=31 n=17 n=21 n=146
por montafia 10 9 18 14 7 15
No. de haplotipos
anicos por 7 7 15 12 5 12
montafa
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5.5. Estructura genética dentro de las OTUs

Con el fin de evaluar la relacién genética existente entre los coledpteros y las arafias de las
montafias de la FVTM se calculo la distancia genética y la estructura (Fsr) entre distintas
poblaciones de cada OTU, asi como la relacion de los haplotipos de cada unidad. Si bien las tres
medidas (ambas medidas de distancia genética y la Fsr) se calculan de distinta forma, todas indican
qué tan diferenciadas se encuentran las poblaciones de acuerdo a la variacion genética que
presentan, por lo tanto muestran tendencias similares. Algunas unidades pertenecen a poblaciones
altamente diferenciadas, por ejemplo la OTU 11, mientras que otras pertenecen a unidades con
muchos haplotipos compartidos, por ejemplo la OTU 15.

A continuacion se muestran estos resultados para cada OTU evaluada:

OTU 3 Coleoptera (Curculionidae)

a) Distancia genética

Nei 1z Ma Pe Roger V4 Ma Pe
Iz 0 Iz 0
Ma 0.024 0 Ma 0.154 0
Pe 0.187 0.200 0 Pe 0.281 0.181 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos
Fsr Iz Ma Pe
Iz 0
Ma 0.052 0
Pe 0.102 1 0

@ Pe

Figura 10. Estructura genética entre las tres poblaciones de la OTU 3. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe). a) Distancia genética de Nei
(izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro Fsr c) Red de
haplotipos en donde el tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacién y los

colores indican la poblacién a la que pertenece cada haplotipo.
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OTUB8 coleoptera (Curculionidae)

a) Distancia genética

Nei Aj To Bl Ma Roger Aj To BI Ma
Aj 0 Aj 0

To 0.097 0 To 0.108 0

BI 0.157 0.055 0 Bl 0291 0.220 0

Ma 0094 0014 0084 0 Ma 0104 0045 0250 O
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos

Fsr Ai To Bl Ma

Aj 0

To 0.478 0
Bl 0.147 0150 0

Ma 0531 0171 018 0 —BY

d OAj

oBI
eMa
@To

Figura 11. Estructura genética entre las cuatro poblaciones de la OTU 8. Las abreviaciones de los nombres
de las montafias son: Ajusco (Aj), Cerro Blanco (Bl), Malinche (Ma) y Nevado de Toluca (To). a) Distancia
genética de Nei (izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro
Fsr c) Red de haplotipos en donde el tamaifio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una

mutacion y los colores indican la poblacion a la que pertenece cada haplotipo.

OTU 10 cColeoptera (Carabidae)

a) Distancia genética

Nei BI To Roger BI To

Bl 0 Bl 0

To 0.806 0 To 0.608 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos oV

Fsr Bl To

d)

Moo

oBl
®To

Figura 12. Estructura genética entre las dos poblaciones de la OTU 10. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Cerro Blanco (Bl) y Nevado de Toluca (To). a) Distancia genética de Nei (izquierda) y
euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el pardametro Fs; c) Red de haplotipos en
donde el tamafo del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacién y los colores

indican la poblacion a la que pertenece cada haplotipo.
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OTU 11 cColeoptera (Carabidae)

a) Distancia genética

Nei Iz Ma Pe Roger Iz Ma Pe
Iz 0 Iz 0
Ma 1.131 0 Ma 0679 0
Pe 1.152  0.340 0 Pe 0703  0.335 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos
Fsr Iz Ma Pe
Iz 0

Ma 0.976 0

Pe 0.825 0673 0 » (

I AT
QIz v
IX
o Ma
@Pe

d)

Figura 13. Estructura genética entre las tres poblaciones de la OTU 11. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe). a) Distancia genética de Nei
(izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro Fsr c) Red de
haplotipos en donde el tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacién y los

colores indican la poblacién a la que pertenece cada haplotipo.

OTU 14  Araneae (Linyphiidae)

a) Distancia genética

Nei Iz Aj Roger Iz Aj
1z 0 Iz 0
Aj 0.340 0 Aj 0.383 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos
Fsr Iz Aj Vi
Iz 0 v \'J

Aj 0.481 0

OA|
®z

Figura 14. Estructura genética entre las dos poblaciones de la OTU 14. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Ajusco (Aj) e Iztaccihuatl (Iz). a) Distancia genética de Nei (izquierda) y euclidiana
(Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro Fsr c) Red de haplotipos en donde el
tamarfio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacién y los colores indican la

poblacién a la que pertenece cada haplotipo.
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OTU 15 Araneae (Linyphiidae)

a) Distancia genética

Nei Aj Pe Roger Aj Pe
Aj 0 Aj 0
Pe 0.052 0 Pe 0.196 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos
Fsr Aj Pe
Aj 0 X

Pe 0.088 0

d)

Figura 15. Estructura genética entre las dos poblaciones de la OTU 15. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Ajusco (Aj) y Cofre de Perote (Pe). a) Distancia genética de Nei (izquierda) y euclidiana
(Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro Fsr c) Red de haplotipos en donde el
tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacion y los colores indican la

poblacién a la que pertenece cada haplotipo.

OTU 18 Araneae (Linyphiidae)

a) Distancia genética

Nei Aj BI Ma To Roger Aj Bl Ma To
Aj 0 Aj 0
Bl 0.546 0 Bl 0.421 0
Ma 0.185 0.861 0 Ma 0246 0614 0
To 0.641 0379 1.010 0 To 0.473 0315 0.667 0
b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos
Fer A] BI Ma To
Aj 0 v
Bl 1 0
Ma 0461 0.655 0 m
To 1 1 0.837 0
v
d) J |
OAj
= OBl
L eMa
- eTo

Figura 16. Estructura genética entre las cuatro poblaciones de la OTU 18. Las abreviaciones de los nombres
de las montafias son: Ajusco (Aj), Cerro Blanco (Bl), Malinche (Ma) y Nevado de Toluca (To). a) Distancia
genética de Nei (izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro
Fsr c) Red de haplotipos en donde el tamaifio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una

mutacion y los colores indican la poblacion a la que pertenece cada haplotipo.
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OTU 20 Araneae (Linyphiidae)

a) Distancia genética

Nei Aj BI Iz To Roger  Aj BI Iz To
Aj 0 Aj 0

Bl 038 0 Bl 0333 0

lz 0318 0041 0 lz 0272 0060 O

To 1820 0953 0822 0 To 0.840 0.628 0.568 0

b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos

Fe A B Iz To

Aj 0 V
Bl 0794 0

Iz 1 0500 0 v

To 0906 0887 0932 0

0 Aj

oBl |

ez

®To ]!

Figura 17. Estructura genética entre las cuatro poblaciones de la OTU 20. Las abreviaciones de los nombres
de las montafias son: Ajusco (Aj), Cerro Blanco (Bl), Iztaccihuatl (Iz) y Nevado de Toluca (To). a) Distancia
genética de Nei (izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el parametro
Fsr c) Red de haplotipos en donde el tamaifio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una

mutacion y los colores indican la poblacion a la que pertenece cada haplotipo.

OTU 25 Araneae (Linyphiidae)

a) Distancia genética

Nei Aj Pe Roger Aj Pe
Aj 0 Aj 0
Pe 0.275 0 Pe 0.321 0

b) Estructura poblacional c) Red de haplotipos

Fer Aj Pe
Aj 0
Pe 0.233 0

Figura 18. Estructura genética entre las dos poblaciones de la OTU 25. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Ajusco (Aj) y Cofre de Perote. a) Distancia genética de Nei (izquierda) y euclidiana
(Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el pardmetro Fs; c) Red de haplotipos en donde el

tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacion y los colores indican la
poblacién a la que pertenece cada haplotipo.
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OTU 40 Araneae (Gnaphosidae)

a) Distancia genética

Nei BI Iz To Roger BI Iz To
Bl 0 BI 0

Iz 2.564 0 Iz 0.923 0

To 0262 1.871 0 To 0230 0.846 0

b) Estructura poblacional

c) Red de haplotipos

Fsr BI Iz To
F 1 -
|
Iz 1 0 O
OBl
To 1 1 0 Sz
@To

Figura 19. Estructura genética entre las tres poblaciones de la OTU 40. Las abreviaciones de los nombres de
las montafias son: Cerro Blanco (Bl), Iztaccihuatl (Iz) y Nevado de Toluca (To). a) Distancia genética de Nei
(izquierda) y euclidiana (Roger; derecha). b) Estructura genética evaluada con el pardmetro Fsr c) Red de
haplotipos en donde el tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, cada paso es una mutacién y los

colores indican la poblacién a la que pertenece cada haplotipo.

5.6. Diferencia entre las comunidades de artrépodos de la FVTM que habitan distintos

tipos de vegetacion

Tanto los arboles filogenéticos como las graficas de la cantidad de individuos que provienen de
cada tipo de vegetacién muestran que la mayoria de los individuos de cada OTU pertenecen a so6lo

un tipo de vegetacion (Figs. 20-23).
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Figura 20. Tipo de vegetacién del cual provienen los individuos de la familia Curculionidae. a) Arbol
filogenético de las OTUs 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 (familia Curculionidae) en donde se indica con color verde los
individuos del bosque y en amarillo los individuos del pastizal alpino. Las abreviaturas del nombre de las
montafias son: Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).
b) Acercamiento del arbol filogenético de la familia Curculionidae. c) Gréfica del nimero de individuos de

las OTUs 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, que provienen del bosque (en verde) y del pastizal alpino (en amarillo).
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Carabidae
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Figura 21. Tipo de vegetacién del cual provienen los individuos de la familia Carabidae. a) Arbol
filogenético de las OTUs 10 y 11 (familia Carabidae) en donde se indica con color verde los individuos del
bosque y en amarillo los individuos del pastizal alpino. Las abreviaturas del nombre de las montafias son:
Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe). b)
Acercamiento del arbol filogenético de la familia Carabidae. c¢) Grafica del nimero de individuos de las

OTUs 10 y 11 que provienen del bosque (en verde) y del pastizal alpino (en amarillo).
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Figura 22. Tipo de vegetacién del cual provienen los individuos de la familia Linyphiidae. a) Arbol
filogenético de la familia Linyphiidae, en donde se indica con color verde los individuos del bosque y en
amarillo los individuos del pastizal alpino. Las abreviaturas del nombre de las montafias son: Cerro de San
Andrés (An), Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y
Cofre de Perote (Pe).b) Acercamientos del arbol filogenético de la familia Linyphiidae que muestran a las
OTUs 14, 18, 20, 25 y 26. c) Gréfica del ntiimero de individuos de las OTUs 14, 18, 20, 25 y 26, que

provienen del bosque (en verde) y del pastizal alpino (en amarillo).

44



Gnaphosidae

a)

b) — oTuA4r I[.

I v
® @

1 Pastizal

z
1 I I I
o

OTu 38 oTu o aTU 41 aTu 42 OTU 43 oTU 44 OTU 45

mEsque

Figura 23. Tipo de vegetacién del cual provienen los individuos de la familia Gnaphosidae. a) Arbol
filogenético de las OTUs 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 (familia Gnaphosidae) en donde se indica con color verde
los individuos del bosque y en amarillo los individuos del pastizal alpino. Las abreviaturas del nombre de las
montafias son: Cerro de San Andrés (An), Cerro Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Cofre de Perote (Pe).
b) Acercamiento del arbol filogenético de la familia Gnaphosidae. c) Grafica del nimero de individuos de las

OTUs 39, 40, 41, 42, 43, 44 y 45, que provienen del bosque (en verde) y del pastizal alpino (en amarillo).
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5.7. Estructura en la FVTM: ;existe una division Este-Oeste?

La posible existencia de una estructura en dos componentes en la FVTM, un componente oriental y
otro occidental, se analiz6 con un método de modelos nulos y con un analisis de varianza con
permutaciones. La diversidad beta entre los dos grupos de montafias evaluados, el occidental
representado por Cerro de San Andrés, Cerro Blanco y el Nevado de Toluca y el oriental
conformado por el Ajusco, la Malinche, el Iztaccihuatl y el Cofre de Perote, result6 ser mayor que
lo esperado por azar (p=0.001) (Figura 24), este resultado se obtuvo al comparar los datos empiricos
con 999 comunidades simuladas. Al repetir este procedimiento con 35 agrupamientos distintos de
montafias, se obtuvo que el grupo 1 (O=An,Bl, To y E=Aj,Iz,Ma,Pe), que representa la estructura

que se esta poniendo a prueba, es el que presenta una mayor diversidad beta (Tabla 11).
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Figura 24. Diversidad beta entre los grupos de montafias oriental y occidental. Graficas de densidad de los
tres componentes de la diversidad beta (recambio, anidamiento y diversidad beta total) en donde se muestra
la frecuencia de los valores de las comunidades simuladas en color azul y el valor de los datos empiricos en
una linea vertical negra. Los valores empiricos obtenidos para cada componente fueron 0.66 de recambio
(turnover, izquierda); 0.09 de anidamiento (nestedness, centro); y 0.76 de diversidad beta total (indice de

disimilitud de Sorensen, derecha).
Tabla 11. Indice de diversidad beta calculada en 35 agrupamientos distintos de montafias. Se muestran los

valores obtenidos para los tres componentes de la diversidad beta, recambio (turnover), anidamiento

(nestedness) y diversidad beta total (indice de similitud de Sorensen). En negritas se muestra el valor mas
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alto. Las abreviaturas de los nombres de las montafias son: Cerro de San Andrés (An), Cerro Blanco (Bl),

Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

Grupo Recambio Anidamiento Diversidad beta
Este Oeste total
1
0.66 0.09 0.76
An, Bl, To Aj, 1z, Ma, Pe
2
0.59 0.01 0.60
An, Bl, Aj To, 1z, Ma, Pe
3
0.40 0.17 0.57
An, Bl, Iz To, Aj, Ma, Pe
4
0.52 0.14 0.66
An, Bl, Ma To, Aj, Iz, Pe
5
0.54 0.09 0.63
An, Bl, Pe To, Aj, Iz, Ma
6
0.53 0.04 0.57
An, To, Aj Bl, Iz, Ma, Pe
7
0.47 0.13 0.60
An, To, Iz Bl, Aj, Ma, Pe
8
0.52 0.11 0.63
An, To, Ma Bl, Aj, Iz, Pe
9
0.48 0.07 0.55
An, To, Pe Bl, Aj, 1z, Ma
10
0.61 0.02 0.63
An, Aj, Iz Bl, To, Ma, Pe
11
0.55 0.02 0.57
An, Aj, Ma Bl, To, Iz, Pe
12
0.54 0.06 0.60
An, Aj, Pe Bl, To, Iz, Ma
13
0.40 0.17 0.57
An, Iz, Ma Bl, To, Aj, Pe
14
0.39 0.13 0.52
An, Iz, Pe B, To, Aj, Ma
15
0.60 0.09 0.69
An, Ma, Pe Bl, To, Aj, 1z
16
0.55 0.02 0.57
Bl, To, Aj An, Iz, Ma, Pe
17 0.50 0.13 0.63
Bl, To, Iz An, Aj, Ma, Pe
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Grupo Recambio  Anidamiento Diversidad beta

Este Oeste total
18
0.50 0.13 0.63
Bl, To, Ma An, Aj, 1z, Pe
19
0.52 0.08 0.60
Bl, To, Pe An, Aj, Iz, Ma
20
0.57 0.007 0.57
Bl Aj, 1z An, To, Ma, Pe
21
0.48 0.01 0.50
Bl, Aj, Ma An, To, Iz, Pe
22
0.52 0.05 0.57
Bl, Aj, Pe An, To, Iz, Ma
23
0.30 0.22 0.52
Bl, 1z, Ma An, To, Aj, Pe
24
0.34 0.15 0.50
Bl, Iz, Pe An, To, Aj, Ma
25
0.52 0.11 0.63
Bl, Ma, Pe An, To, Aj, Iz
26
0.64 0.02 0.66
To, Aj, 1z An, Bl, Iz, Pe
27
0.48 0.04 0.52
To, Aj, Ma An, Bl, Iz, Pe
28
0.45 0.09 0.55
To, Aj, Pe An, Bl, Iz, Ma
29
0.45 0.15 0.60
To, Iz, Ma An, BI, Aj, Pe
30
0.41 0.10 0.52
To, 1z, Pe An, Bl, Aj, Ma
31
0.52 0.08 0.60
To, Ma, Pe An, Bl, Aj, Iz
32
0.62 0.006 0.63
Aj, Iz, Ma An, Bl, To, Pe
33
0.66 0.03 0.69
Aj, 1z, Pe An, Bl, To, Ma
34
0.62 0.04 0.66
Aj, Ma, Pe An, Bl, To, Iz
35 0.50 0.10 0.60

Iz, Ma, Pe An, Bl, To, Aj
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Al analizar la varianza de la diversidad beta entre un vector oriental y otro occidental se obtuvo que
el tinico grupo que mostr6 una diferencia estadisticamente significativa entre la diversidad beta del
E y del O es el grupo 1 (p<0.05), mismo que corresponde a la division Este-Oeste que se esta
poniendo a prueba. En el resto de los agrupamientos no es posible rechazar la hipétesis nula ya que

la varianza de la diversidad beta se comporta como lo esperado por azar (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de p obtenidos en el andlisis de varianza de la diversidad beta calculado en 35
agrupamientos distintos de montafias. En negritas se muestra la tnica diferencia estadisticamente
significativa, presente en el grupo 1. Las abreviaturas de las montafias son: Cerro de San Andrés (An), Cerro

Blanco (Bl), Nevado de Toluca (To), Ajusco (Aj), Iztaccihuatl (Iz), Malinche (Ma) y Cofre de Perote (Pe).

Grupo p
Este Oeste

1 0.043
An, Bl, To Aj, 1z, Ma, Pe

2 0.353
An, Bl, Aj To, Iz, Ma, Pe

3 0.763
An, Bl, Iz To, Aj, Ma, Pe

4 0.259
An, Bl, Ma To, Aj, 1z, Pe

5 0.394
An, BI, Pe To, Aj, 1z, Ma

6 0.467
An, To, Aj Bl, Iz, Ma, Pe

7 0.635
An, To, Iz Bl, Aj, Ma, Pe

8 0.394
An, To, Ma Bl Aj, 1z, Pe

9 0.937
An, To, Pe Bl Aj, Iz, Ma

10 0.558
An, Aj, Iz Bl, To, Ma, Pe

11 0.659
An, Aj, Ma Bl, To, Iz, Pe

12 0.284

An, Aj, Pe Bl, To, Iz, Ma
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Grupo p
Este Oeste
0.795
13
An, Iz, Ma B, To, Aj, Pe
14 0.742
An, Iz, Pe Bl, To, Aj, Ma
15 0.083
An, Ma, Pe B, To, Aj, 1z
16 0.281
B, To, Aj An, Iz, Ma, Pe
17 0.209
Bl, To, Iz An, Aj, Ma, Pe
18 0.309
Bl, To, Ma An, Aj, Iz, Pe
19 0.862
Bl, To, Pe An, Aj, Iz, Ma
20 0.528
Bl, Aj, Iz An, To, Ma, Pe
21 1
Bl, Aj, Ma An, To, Iz, Pe
22 0.674
Bl Aj, Pe An, To, Iz, Ma
23 0.973
Bl, 1z, Ma An, To, Aj, Pe
24 0.876
Bl, Iz, Pe An, To, Aj, Ma
25 0.408
BIl, Ma, Pe An, To, Aj, 1z
26 0.172
To, Aj, 1z An, Bl, Iz, Pe
27 0.934
To, Aj, Ma An, Bl, Iz, Pe
28 0.819
To, Aj, Pe An, Bl, Iz, Ma
29 0.550
To, 1z, Ma An, Bl, Aj, Pe
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Grupo p
Este Oeste

30 0.732
To, 1z, Pe An, Bl, Aj, Ma

31 0.601
To, Ma, Pe An, Bl, Aj, Iz

32 0.442
Aj, Iz, Ma An, Bl, To, Pe

33 0.053
Aj, 1z, Pe An, Bl, To, Ma

34 0.150
Aj, Ma, Pe An, B, To, Iz

35 0.121

Iz, Ma, Pe An, BI, To, Aj
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6. Discusion

6.1. Utilidad de catdlogos de OTUs para estudios de biodiversidad

La biodiversidad mexicana es vasta y aunque existen esfuerzos muy valiosos para describir los
componentes floristicos y faunisticos de ciertas regiones (e.g. Llorente et al., 1996; Llorente et al.,
2000; Llorente et al., 2002; Llorente et al., 2004, Luna et al., 2007), atin existen muchos sitios sin
listas ni descripcion de sus especies, lo cual dificulta la realizacion de analisis de la biodiversidad
(Morrone y Marquez, 2008). Este es el caso de la comunidad de artropodos de alta montafia que se
distribuye en la FVTM. Dicha limitante puede ser superada con la realizacion de muestreos
generales, como el del presente estudio, en el que (1) se obtengan muestras suficientes para realizar
un estudio comparativo entre comunidades de artropodos de distintas montafias, aunque carezcan de
informacion taxon6mica previa; y (2) se genere una linea base de especies candidatas para estudios
posteriores.

Debido a que el objetivo del proyecto fue comparar patrones generales de diversidad entre
las comunidades, no se realiz6 un trabajo preciso de identificacién de especies. Las claves de
identificacion pueden ser una gran herramienta para describir las especies de una region, sin
embargo, suele ser complicada su utilizacion para estudios que buscan conocer mucha diversidad en
poco tiempo. Primero, porque se necesita un alto nivel de conocimiento taxonémico para poderlas
seguir; segundo, las claves generales de familias no suelen estar clasificadas por regiones y las
claves por regiones son escasas; y tercero, una parte de la fauna de artrépodos encontrada podria no
haber sido descrita atin o estar representada por estadios juveniles dificiles de identificar. La
delimitacion de OTUs con secuencias de ADN representa entonces una alternativa ante estas
dificultades, ya que no es necesario tener una base de conocimiento taxonémico amplio para
identificarlas; se pueden delimitar muchas unidades en un periodo de tiempo considerablemente
corto (en comparacién a las horas-humano que lleva identificar especies con claves); complementa
la identificacion de morfotipos o morfoespecies; y es un procedimiento que puede repetir cualquier
persona con acceso a un laboratorio de biologia molecular (Yu et al., 2012; Jin et al., 2013).

Esta aproximacion metodologica no sustituye la tarea de describir especies
morfolégicamente ni de identificarlas a partir de claves taxon6micas, mas bien se trata de métodos
que deben complementarse. De hecho, complementar métodos morfolégicos con métodos
moleculares ha sido de gran utilidad tanto para demostrar la veracidad de los algoritmos de
delimitaciéon de unidades con secuencias de ADN (e.g. Talavera et al., 2013; Humphreys et al.,

2014), como para identificar especies cripticas o especies que carecen de caracteristicas
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morfolégicas distintivas, lo que provoca una identificacion morfolégica ineficiente (e.g. Fontaneto
et al., 2007; Papadopoulou et al., 2008; Barraclough et al., 2009; Emerson et al., 2011). Ademas, en
algunos grupos taxonémicos funciona mejor una de las dos aproximaciones. Por ejemplo, en este
estudio resulté mas sencillo clasificar por morfologia a los cole6pteros que a las arafias. En el caso
de los coledpteros la mayor cantidad de veces coincidié la clasificacion por morfotipos con la
clasificacion genética. En cambio, para las arafias la clasificacion con morfotipos fue ineficiente a
comparacion de la clasificacion con secuencias genéticas (Tabla 5). Esto puede deberse a cuestiones
de morfologia, por ejemplo en casos de dimorfismo sexual, por falta de caracteristicas morfologicas
muy distintivas o por incapacidad de identificar arafias en estadios juveniles; también existe la
posibilidad de que las arafias presenten mas diversidad genética que diversidad morfolégica. La
identificacion de especies ineficiente o errénea plantea un problema ecolégico adicional: la riqueza
y diversidad en aquellos grupos cuya identificacion morfolégica es complicada han sido
subestimadas. Esta problematica puede ser solucionada implementando métodos moleculares para
la identificacién de especies (Emerson et al., 2011).

Como resultado, la presente tesis gener6 un catalogo de libre acceso de unidades
taxonémicas operacionales que proporciona informacién genética, referencia geografica y una
fotografia de los organismos. Esto sera parte fundamental de la formacién de una linea de base para
estudios posteriores, ya sea para (a) analisis de biodiversidad, pues representa informacion
novedosa sobre la fauna que habita las cimas de las montafias mexicanas ademds de proporcionar
una forma de cuantificar la riqueza en ausencia de informacién taxonémica en una zona
megadiversa; (b) andlisis evolutivos, ya que a partir de estas unidades se puede escoger alguna
especie y realizar estudios filogeograficos o de genética de poblaciones; (c) para estudios
taxonémicos y filogenéticos que profundicen la clasificacion de los organismos colectados o (d)
como biblioteca de referencia para monitoreos de artropodos con metabarcoding (Ratnasingham y
Hebert, 2007; Yu et al., 2012; Ji et al., 2013). Es importante mencionar que mientras mayor
cantidad y mayor calidad de informacién se encuentre en las bases de datos internacionales, se
realizaran mejores analisis de la biodiversidad. Esta razon es suficiente para que cualquier catalogo,
listado o monografia sea de libre acceso.

Las aplicaciones anteriormente descritas dependen del proceso de delimitacion de OTUs.
Existen muchos métodos de delimitacion de OTUs, cada uno con sus respectivas ventajas y
desventajas, las cuales deben ser evaluadas de acuerdo con los objetivos especificos de cada

proyecto como se discute a continuacion.
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6.2. Consideraciones metodoldgicas en la delimitacion de OTUs con marcadores

moleculares

La delimitaciéon de OTUs con marcadores moleculares generalmente se lleva a cabo con métodos
que usan umbrales de diferenciacion en donde se evaltia qué porcentaje de distancia genética es
aceptable entre individuos de una misma especie. Aunque es un método util, la delimitacion de
unidades con umbrales de distancia genética estrictos ha causado cierta polémica porque la
variacion genética que presenta cada linaje depende de su historia evolutiva (Hickerson et al., 2006;
Fujisawa y Barraclough, 2013). Por lo tanto, el umbral varia dependiendo del grupo de organismos.
Por ejemplo, para colémbolos se ha usado un umbral de diferenciacién del 5% (Faria, 2015),
mientras que para coledpteros suele usarse un umbral de diferenciacion del 3% (Bower, 1994). Por
ende, usar el mismo umbral para todos los organismos puede producir errores serios de
delimitacién. Esta polémica ha desatado el desarrollo de otras formas de delimitacion de OTUs que
mitiguen el problema, tal es el caso de los métodos que usan umbrales suaves sustentados con
métodos estadisticos en vez del umbral estricto, como el utilizado por el programa CROP (Hao et
al., 2011); o métodos que consideran los procesos evolutivos de los linajes (diversificacion y
coalescencia) y no solamente distancias genéticas, como el método GMYC (Pons et al., 2006;
Fontaneto et al., 2007).

En este trabajo se compar6 la delimitacién de OTUs por los métodos CROP y GMYC. En
general se obtuvo la misma cantidad de unidades con ambos, sin embargo, en las familias
Carabidae, Linyphiidae y Gnaphosidae, el programa GMYC delimit6 un nimero mayor de OTUs
que CROP. En estos casos se tomo la decision de agrupar a los organismos en unidades mas grandes
e incluyentes, primero, porque cualquier diferencia entre ambos métodos se debe, probablemente, a
que se trate de especies muy cercanas; ademas, de esta forma se obtenia mas representatividad de
OTUs en distintas montafias, lo que beneficiaba el analisis comparativo entre éstas; y finalmente,
porque en estudios en donde comparan distintos métodos de delimitacion de OTUs se ha reportado
que el GMYC suele sobreestimar la cantidad de unidades (Kekkonen y Hebert 2014). Esta
sobrestimacion se debe a que el algoritmo GMYC busca unidades evolutivas, es decir, si dos grupos
pertenecen a poblaciones estructuradas cuya coalescencia es antigua, entonces el GMYC las
dividira, aunque pueda tratarse de la misma especie (Talavera et al., 2013; Carstens et al., 2013).
Este atributo no es necesariamente negativo, de hecho ha sido de gran utilidad en la identificacion
de especies cripticas, pero es importante considerarlo (Pons et al., 2006).

En este trabajo, al igual que otros estudios que se han dedicado a comparar la eficiencia de

los distintos métodos de delimitacion de OTUs, se propone que la mejor opcion para tener un
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resultado mas acertado es usar al menos dos métodos y complementar los resultados (Carstens et

al., 2013).

6.3. Distribucion de la diversidad genética y de OTUs en la FVTM

La biodiversidad suele medirse en tres niveles de organizacién: genética, especifica y ecosistémica.
Sin embargo a la fecha pocos estudios se han enfocado en examinar la diversidad genética y
especifica al mismo tiempo (Vellend y Geber, 2005; Taberlet et al., 2012). En el presente trabajo,
una vez delimitadas las OTUs, fue posible realizar andlisis de diversidad tanto a nivel de especies
putativas como a nivel genético, con el fin de examinar como se distribuye la diversidad en los dos
pisos altitudinales estudiados y a lo largo de la FVTM.

Los analisis de la distribucion de la diversidad, como los realizados aqui, tienen importancia
tanto a nivel local (e.g. en una sola montafia) como a nivel regional (e.g. en toda la FVTM). En la
escala local pueden ser estudiados procesos evolutivos como la diversificaciéon por el cambio de
habitat, evolucion por seleccion natural en un gradiente altitudinal y la colonizacion a distancias
cortas. La escala regional brinda informacién sobre procesos como la migracion y colonizacién a
larga distancia, procesos de especiacién dirigidos por eventos geolégicos, el efecto de la deriva

génica debido al aislamiento, entre otros (Graham et al., 2014; Graham y Fine, 2008).

6.3.1. Distribucion altitudinal de la diversidad

Uno de los primeros resultados relevantes a partir de la obtencion de las 45 OTUs de coledpteros y
arafias fue que la mayor parte de las OTUs se constituyen por individuos que provienen de sélo un
tipo de vegetacion (correspondientes a cada piso altitudinal estudiado). Pocas OTUs tienen
individuos provenientes de los dos tipos de vegetacion, y en aquellas que presentan muestras de
ambos tipos de vegetacion se encuentran en una distribucion muy desproporcionada. Por ejemplo,
en la OTU 11 (Familia Carabidae; Fig. 21) solamente tres de 22 individuos provienen del bosque de
Abies, el resto fueron colectados en el pastizal alpino. Esta distribucién de OTUs en distintos pisos
altitudinales coincide con una dinamica de islas en el cielo, en la cual cada habitat es aislado debido
al gradiente altitudinal y las condiciones ambientales, lo que provoca diferenciacion entre las

poblaciones de una misma montafia (McCormack et al., 2009).

55



Los datos de este proyecto no permiten calcular la edad de divergencia entre OTUs porque
no se conoce la relacion exacta entre éstas, es decir, no se puede asegurar que se trate de OTUs
hermanas. Esto se debe, por un lado, a que no se realiz6 un muestreo completo de las familias
taxonomicas con el fin de inferir su historia evolutiva, sino que se calculé la cercania evolutiva
entre los individuos de las poblaciones que se colectaron. Por otro lado, se us6 solamente un gen
para calcular los dendrogramas, por lo tanto seria incorrecto asumir que la historia de ese marcador
representa la historia evolutiva de los individuos colectados; generalmente es recomendado usar
varios marcadores moleculares para inferir una filogenia (Poe, 1998; Rosenberg y Nordborg, 2002;
Edwards, 2009; Kuhner, 2009). Debido a que es imposible definir a las especies putativas, aqui
descritas como OTUs hermanas, es dificil saber si la divergencia entre éstas fue promovida por una
diferenciacién de habitat. Sin embargo, existen dos escenarios posibles que podrian explicar la
diferenciacién de OTUs en los dos tipos de vegetacion: (1) la diferenciacién ha sido producto de la
colonizaciéon del habitat alpino a partir de organismos de tierras bajas seguida por especiacion
parapatrida, es decir, especiacion por cambio de nicho; (2) la diferenciacion entre OTUs fue previa
a la formacion de las montafias o al arribo de las OTUs a éstas, de modo que cada OTU que
coloniz6 las cimas de las montafias ya tenia una preferencia por un tipo de vegetacion. En este
escenario, la colonizacion se pudo haber dado a larga distancia (desde la cima de otra montafia) o
debido a los cambios de distribucién de los habitats durante las fluctuaciones climaticas del
Pleistoceno, cuando poblaciones que actualmente se encuentran distantes presentaron una mayor
cercania. En el primer escenario, en donde la colonizacién de los pastizales pudo haber ocurrido a
partir de individuos del bosque, esperariamos encontrar una mezcla mayor en la representatividad
de los tipos de vegetacion en una misma OTU, lo que indicaria que una unidad puede abarcar los
dos tipos de vegetacion debido a que ha colonizado el pastizal desde el bosque; o se esperaria
encontrar en una misma montafia OTUs cercanas provenientes de los distintos tipos de vegetacion.
La diferenciacién entre estas OTUs tendria que ser muy reciente, posterior a 1.5 Ma, porque es la
fecha de formacion de los estratovolcanes estudiados. Ni los dendrogramas ni las graficas de
frecuencia apoyan este escenario (Figs. 20-23). Los resultados parecen ajustarse mas al segundo
escenario, en el cual pudo haber existido un proceso de colonizacion a larga distancia de
organismos previamente adaptados a las condiciones alpinas. Esto se ve reflejado en los
dendrogramas ya que las OTUs estan conformadas por individuos que habitan en un tipo de
vegetacion solamente, pero fueron encontrados en distintas montafias. Esto quiere decir que el
intervalo de distribucién de las OTUs abarca distancias de varios cientos de kilémetros, sin
embargo en una misma montafia (con distancias menores a cien kilometros entre el pastizal alpino y

el bosque de Abies) practicamente no existen OTUs con individuos en ambos ambientes. De
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acuerdo con Donoghue (2008) éste es un fendmeno comtn, cuando surge un nuevo ambiente es mas
sencillo que sea colonizado por especies que viven en ambientes parecidos aunque esto signifique
migrar distancias largas, a que sea poblado por especies del mismo sitio que se adaptan al nuevo
ambiente (Donoghue, 2008).

Otra de las predicciones que se puso a prueba respecto a la diferenciacion de OTUs en
funcion del tipo de vegetacion es la supuesta conectividad entre habitats que existio entre las
montafias durante los periodos glaciales. De acuerdo con esta hipotesis, deberia existir mayor
conectividad entre poblaciones de unidades provenientes del bosque de Abies (que esta distribuido a
menor altitud) que aquellas que habitan el pastizal alpino. Esta prediccion se debe a que la mayor
parte de los pastizales alpinos permanecieron aislados, incluso cuando la linea de vegetacion
disminuy6 hasta 1,000 m, mientras que entre los bosques de Abies pudo haber existido
comunicacion con mayor facilidad (Mastretta-Yanes et al., 2015). Los resultados presentados aqui
muestran que de las OTUs que tienen poblaciones en distintas montafias, la minoria (3/10) fueron
colectadas en el pastizal alpino y la mayoria (7/10) en el bosque de Abies. Es decir, las OTUs de
distribucion amplia se presentan en menores altitudes, mientras que las OTUs de mayores altitudes
tienden a estar restringidas a una montafia en particular. Ademas, las OTUs con distribucion en el
pastizal alpino presentan mas haplotipos unicos que las OTUs provenientes del bosque de Abies.
Aunque con un tamafio de muestra limitado, estos resultados representan una primera prueba de que

las OTUs del bosque presentan mayor conectividad entre poblaciones de distintas montafias.

6.3.2. Distribucion longitudinal de la diversidad

En las diez OTUs cuya diversidad genética fue analizada (cuatro de coledpteros y seis de arafias) se
puede observar que, en general, existen pocos haplotipos compartidos entre distintas poblaciones de
una misma OTU. Esto puede ser por el aislamiento entre montafias pero también por un efecto del
muestreo, ya que es probable que no se hayan colectado todos los haplotipos de cada OTU. A pesar
de esta limitante, al comparar las redes de haplotipos, las distancias genéticas y la estructura entre
poblaciones, resulta interesante ver que algunas montafias nunca comparten haplotipos entre si, y
que las medidas de Fst son muy altas entre sus poblaciones, por ejemplo entre el Nevado de Toluca
y el Ajusco, y entre el Nevado de Toluca y el Cofre de Perote (Fig. 10-19). En cambio, otras
montafias parecen estar mas conectadas con el resto, por ejemplo la Malinche. Esto brinda
informacion sobre la relacion actual e histérica entre las comunidades de distintas montafias, pues

parece indicar que la conectividad entre éstas no ha sido homogénea en el tiempo y puede estar
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moldeada por su historia geologica. Las redes de haplotipos son utiles para elucidar algunos
posibles patrones de conectividad y dindmicas poblacionales entre montafias. Por ejemplo, una red
de haplotipos con una estructura marcada y sin haplotipos compartidos entre montafias puede
significar una divergencia antigua (e.g. las OTUs 10, 11, 14 y 40; Figs. 12, 13, 14 y 19,
respectivamente); en cambio, una red de haplotipos en donde algunos haplotipos son mas frecuentes
y estan presentes en distintas montafias, y otros haplotipos derivados son poco frecuentes y tinicos
de alguna poblacién, puede ser sefial de una dindmica de islas en el cielo con diferenciacion
poblacional post-glaciaciones (e.g. la OTU 8; Fig. 11) (McCormack et al., 2008). Aunque un
muestreo incompleto podria resultar en incapacidad para recuperar haplotipos post-glaciales y
recuperar sélo los haplotipos que representen una dinamica mas antigua (McCormack et al., 2008),
el nimero de mutaciones entre haplotipos de distintas OTUs es pequefio (a pesar de que exista
estructura en varias de las OTUs) por lo que es altamente probable que la diferenciaciéon sea
pleistocénica, lo cual no quiere decir que necesariamente sean producto de las fluctuaciones
climaticas.

Para contribuir con datos al debate sobre la relacion entre la biodiversidad medida en los tres
niveles de organizacion (es decir, si existe mayor diversidad genética en regiones donde también
existe mayor diversidad especifica; Taberlet, 2012; Baselga et al., 2013; Papadopoulou et al., 2014)
se calculo la cantidad de haplotipos y la diversidad de OTUs presentes en cada montafia. Se
encontro que el Ajusco presenta mayor diversidad que el resto de las montafias, tanto genética como
de especies putativas (Tabla 8). Sin embargo, otras montafias como el Iztaccihuatl y el Cofre de
Perote, no sobresalieron por la diversidad de OTUs pero presentaron una alta diversidad genética,
sobre todo al evaluar los haplotipos tnicos. La cantidad de muestras analizadas en el presente
trabajo no permite hacer una conclusion certera acerca de la relacion entre la diversidad genética y
la diversidad de OTUs en cada montafia de la FVTM, sobre todo porque no se obtuvo la cantidad de
haplotipos de las 45 OTUs, sino que solo se calculé la diversidad genética de las 10 OTUs con
poblaciones presentes en al menos dos montafias. Sin embargo, es importante resaltar la relevancia
de medir ambos niveles (genético y especifico) para entender mejor la distribucién de la diversidad,
especialmente en los casos en los que se usan indices de diversidad para definir areas prioritarias
para conservar la biodiversidad.

Ademas de conocer la diversidad de cada montafia y la estructura entre las poblaciones,
existen métodos que permiten analizar la variacion de la composicion de especies a lo largo de la
FVTM, tal es el caso de la diversidad beta (Whittaker, 1956). La diversidad beta mide el
intercambio espacial o recambio de las especies entre dos o mas localidades o conjuntos de

especies, y es el reflejo de dos fenomenos distintos: el recambio (turnover) y el anidamiento
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(nestedness), es decir el reemplazamiento y la pérdida de especies, respectivamente (Koleff et al.,
2003; Baselga, 2010). De acuerdo con la diversidad beta evaluada entre las siete montafias
estudiadas, se encontré que algunas montafias presentan una composicion de especies mas similar
que otras. En particular, el Cerro Blanco y el Nevado de Toluca presentan una composicion de
especies muy similar entre si, al igual que ocurre entre el Ajusco y el Iztaccihuatl, y entre la
Malinche y el Cofre de Perote (Tabla 7, Fig. 9). En cambio algunas montafias son muy distintas
entre si, por ejemplo el Cofre de Perote y el Nevado de Toluca, o el Cerro de San Andrés y el
Ajusco. Al retomar estos resultados con los analisis de estructura genética en cada OTU se observan
patrones similares: el Nevado de Toluca y el Cerro Blanco comparten mas haplotipos y mas OTUs
entre si que con el resto de las montafias; a su vez, el Ajusco, la Malinche y el Iztaccihuatl tienen
una composicion mas similar, tanto en haplotipos compartidos como en diversidad de OTUs. El que
los patrones a nivel de OTUs y haplotipos coincidan de este modo sugiere que efectivamente existe
una relacion entre las montafias mencionadas, y que no es un efecto del muestreo realizado a nivel
de OTUs.

La diferencia en la composicion de especies entre dos o mas comunidades es el resultado de
la disimilitud en el numero de especies endémicas, de la especiacion y extincion in situ y de la edad
de las especies (Emerson y Kolm, 2005). En este sentido, las montafias agrupadas por la diversidad
beta (Fig. 9) coinciden en alguna o varias de estas caracteristicas. Distintos andlisis sugieren que
uno de los factores que tiene mayor influencia en los patrones de variacion de la diversidad beta es
la heterogeneidad ambiental, seguida por factores ambientales actuales (Currie et al., 2004). Sin
embargo, de acuerdo con Baselga y colaboradores (2012), los factores histéricos pueden ser ain
mas importantes para la estructura de los patrones de diversidad de lo que antes se pensaba. En este
sentido, afiadir un enfoque evolutivo al andlisis del recambio espacial de especies brinda una
perspectiva historica que implica analizar qué tan separados han estado los linajes a lo largo del
tiempo. Para realizar este tipo de analisis se puede calcular la diversidad beta filogenética, un
concepto que une la biogeografia histérica, la filogeografia y el analisis filogenético de una
comunidad (Emerson et al., 2011). Tanto la diversidad beta como la diversidad beta filogenética
pueden ser muy utiles para comprender el ensamblaje de las comunidades y para probar hipoétesis
sobre la distribucion de la diversidad presente y pasada (Emerson et al., 2011); de ahi que una
perspectiva para andlisis futuros en la FVTM podria ser evaluar la diversidad beta filogenética entre
las comunidades de las distintas montafias. En particular, en este estudio el analisis de diversidad
beta resulto ser util para probar la division hipotética entre las montafias orientales y occidentales de

la FVTM.
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6.4. ;Existe una division Este-Oeste en la FVTM?

Uno de los resultados mas importantes de este proyecto es que la distribucion de la diversidad a lo
largo de la FVTM no coincide con la estructura que se esperaria si la distribucion dependiera
solamente de la distancia geografica efectiva entre las montafias. Por ejemplo, de acuerdo a
Mastretta-Yanes (2015) la distancia efectiva entre el Cofre de Perote y la Malinche es casi del doble
que la existente entre el Nevado de Toluca y el Ajusco, sin embargo, la comunidad de arafas y
coledpteros es mas similar entre las primeras dos montafias que entre las segundas. Asimismo, la
distancia efectiva entre el Ajusco y el Iztaccihuatl es mayor que la distancia entre el primero y el
Nevado de Toluca, pero el Ajusco y el Iztaccihuatl se parecen mas y comparten mas haplotipos.
Este resultado se cumple independientemente del método con el que se calcule la diversidad. Es
decir, la similitud entre la comunidad de artr6podos de distintas montafias no depende de la
distancia geografica solamente. Por lo tanto, la distribucién de la diversidad en la FVTM no cumple
con un patréon de aislamiento por distancia en el cual se predice que las montafias mas cercanas
geograficamente son las mas parecidas en cuanto a composicién y diversidad de especies. Estos
resultados sugieren que el patron de distribucion de la diversidad en la FVTM debe ser explicado
con un proceso distinto a la dispersion de especies. Con base en esta afirmacién se explord la
pregunta de si existe una division longitudinal que estructure la diversidad de la FVTM en un
componente oriental y otro occidental. Este patron podria ser resultado de distintos procesos
historicos, mas que de la estructura espacial actual de la cadena montafiosa, y ha sido reportado en
algunos estudios (e.g. Corona et al., 2009; Bryson y Riddle 2011; Gamez et al., 2012;
Mastretta-Yanes et al., 2015) pero hasta ahora no habia sido confirmado por andlisis filogeograficos
comparativos que exploraran explicitamente el patron espacial. Una razon importante es que los
sistemas de estudio que reportan dicho patron difieren en tipo de muestras y sitios de muestreo, por
lo que no habia sido posible realizar un analisis comparativo (Mastretta-Yanes et al., 2015).

De acuerdo a los andlisis con modelos nulos que fueron simulados con las 45 OTUs, la
FVTM presenta una mayor diferenciacion en la diversidad beta entre el grupo occidental,
conformado por el Nevado de Toluca, el Cerro Blanco y el Cerro de San Andrés, y el grupo oriental
conformado por el Ajusco, la Malinche, el Iztaccihuatl y el Cofre de Perote. La diversidad beta fue
calculada en otras 34 combinaciones posibles de agrupacion entre montafias (Tabla 3), sin embargo
todas esas combinaciones mostraron una menor diversidad beta (Tabla 11). Este resultado fue
cotejado con un andlisis de varianza con permutaciones, en el cual, de los 35 grupos evaluados,
solamente el grupo uno (que representa la secuencia lineal de las montafias de la FVTM vy la

estructura que se esta poniendo a prueba) mostré una diferencia estadisticamente significativa en
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cuanto a composicion de especies, es decir, un patron que difiere del patrén esperado por azar
(Tabla 12). Estos resultados comprueban que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la composicion de la comunidad de arafias y coleopteros de las montafias orientales y de las
occidentales.

Ademas, los analisis revelan que la division Este-Oeste se establece entre el Nevado de
Toluca y el Ajusco. Este resultado es congruente con la estructura genética encontrada en las 10
OTUs analizadas previamente, en donde las poblaciones de aquellas OTUs que presentan
individuos en el Ajusco y el Nevado de Toluca estdin muy diferenciadas genéticamente y no
comparten haplotipos entre si. Sin embargo, tanto la distancia geografica lineal como la distancia
geografica efectiva (que considera la topografia y los escenarios de conectividad durante las
glaciaciones), muestran que la separacion entre estas dos montafias no es grande, y de hecho es
menor a la que existe entre otras montafias que presentan mayor similitud, por ejemplo entre la
Malinche y el Cofre de Perote. Es importante mencionar que, exceptuando a los grupos uno y 35, el
resto de los agrupamientos de montafias irrumpen los posibles patrones de similitud en funcion de la
distancia geografica, pues agrupan montafias que se encuentran geograficamente alejadas. Aunque
el grupo 35 arroja un valor de diversidad beta menor al grupo uno (= 0.60, ver Tabla 11), en los
analisis de varianza result6 ser el segundo valor mas cercano a una p estadisticamente significativa
(p= 0.12, ver Tabla 12). Este resultado sugiere que, si bien la composicién de la comunidad de
artrépodos en la FVTM es causada por distintos factores, el papel de la distancia geografica en la
distribucion de la diversidad no puede ser ignorado.

A partir de estos resultados se puede concluir que la distribucion de la diversidad en la
FVTM no esta dada solamente por la distancia geografica que existe entre las montafias, incluso
considerando la distancia efectiva (i.e. la distribucién de estos ecosistemas durante los periodos
glaciales). Sin embargo no es sencillo dilucidar los factores que moldearon dicho patrén, pues la
FVTM es un sistema montafioso complejo cuya biodiversidad ha estado sujeta a una dinamica de
islas en el cielo en combinacién con un intenso vulcanismo (Mastretta-Yanes et al., 2015). Es
importante notar que las etapas de formacién de la FVTM se traslaparon parcialmente en una
misma area geografica, por lo que la topografia generada por los primeros momentos de formacion
podria ser muy distinta al paisaje actual. Otra consideracion importante es la probabilidad de que la
distribucion de especies haya cambiado desde los primeros estadios de formaciéon. Aunque la
dindmica de islas en el cielo puede llevar a una diferenciacion entre las poblaciones de las cimas de
las montafias, es poco probable que la division Este-Oeste se deba solamente al aislamiento durante
los periodos interglaciales. Esto s6lo podria ocurrir si (1) en periodos glaciales no hubo

conectividad alguna entre los habitats montanos del Ajusco y el Nevado de Toluca por la existencia
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de escenarios topograficos distintos al actual, y/o (2) si la diferenciacién entre los componentes
oriental y occidental aconteci6 previamente de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, de
manera que la conectividad que pudo existir entre el Ajusco y el Nevado de Toluca durante los
periodos glaciales no fue suficiente para homogeneizar la composicién de la biodiversidad. En este
sentido, es altamente probable que la estructura en la composicion de la biodiversidad de la FVTM
sea resultado de los estadios geologicos de su formacién. Esto es congruente con Péckert y
colaboradores (2012), quienes sostienen que los patrones de riqueza de especies pueden estar dados
por la historia geogréfica de una regién y por las fluctuaciones de las condiciones ambientales
durante la formacién de los sistemas montafiosos, mas que las condiciones ambientales del pasado
proximo (Graham et al., 2014). En otras palabras, podria considerarse que la FVTM posee una
inercia en su composicion de especies que se mantiene durante tiempos geoldgicos y determina los

patrones actuales de biodiversidad.
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7. Conclusiones

La FVTM es un sistema de islas en el cielo con una historia geolégica compleja. En consecuencia,
la biodiversidad se distribuye en patrones poco predecibles y dificiles de comprender. El presente
trabajo es una contribucién para entender la distribucién de la biodiversidad en este sistema
montafioso. A partir de la delimitacion de OTUs y el analisis de indices de diversidad (tanto
genética como especifica) se presentaron métodos para probar hipotesis en un marco geografico
especifico.

Como parte de la complejidad de los patrones de diversidad de la FVTM, se ha reportado un
patron estructural que la divide longitudinalmente en dos zonas: oriental y occidental. De acuerdo a
los resultados de este proyecto la biodiversidad en la parte central de la FVTM si se encuentra
dividida en dos componentes al oeste y este del Nevado de Toluca y el Ajusco, respectivamente.
Probablemente esta divisién es resultado de la formacién del sistema montafioso, que coincide
temporalmente con las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Ambos procesos pueden verse
reflejados en los patrones de distribucion de la biodiversidad. Por ejemplo, la mayor conectividad
de las poblaciones del bosque en comparacion a las poblaciones del pastizal alpino son evidencia de
la dindmica de islas en el cielo influenciada por las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. La
distancia genética entre las poblaciones del este y las del oeste probablemente es resultado del
origen geolégico de la FVTM en si. Por otro lado, la diferenciacion de OTUs debido al tipo de
vegetacion debe ser resultado de la simultaneidad de ambos procesos. De manera interesante,
parece ser que la colonizacién del pastizal alpino no se dio por especiacién parapatrida desde los
bosques sino por colonizacién a larga distancia, tal vez facilitada por los cambios de distribucién de
los biomas en los periodos glaciales. Una conclusién importante de estos resultados es que la
biodiversidad de la FVTM es producto de distintos factores histéricos y su complejidad no puede
ser reducida al efecto de la dispersion de las especies en funcion de la distancia geografica.

En este trabajo se presentd una aproximacion al estudio de la diversidad en distintos niveles
y escalas, en sitios cuya biodiversidad no ha sido explorada y con grupos sin descripcion
taxonomica. Esta aproximacion permitio, por un lado, generar una linea base y un catadlogo de datos
(OTU, secuencia, referencia geografica y fotografia del individuo) con el cual sera posible realizar
trabajos posteriores. Por otro lado, permitio6 analizar la estructura y composicion de la comunidad de
sitios sin explorar y que se encuentran continuamente sujetos a presiones de disturbio. En este
sentido, los estudios comparativos como éste brindan informacion relevante sobre el proceso de

formacién y distribucion de la diversidad, un tema fundamental tanto para comprender la historia de
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los ecosistemas como para predecir los posibles escenarios futuros a los que estaran sujetos. Este
ultimo punto es importante porque de comprender mejor los mecanismos por los cuales se origina y
se mantiene la biodiversidad, se lograran generar mejores estrategias de manejo y conservacion de
especies. A partir de los resultados que en este trabajo se presentan se puede concluir que en los
analisis de diversidad es importante considerar tanto las escalas regionales como las locales, asi
como los distintos niveles de organizacion sin relegar la diversidad genética de las estrategias de
conservacion. Respecto a la FVTM se puede concluir que las montafias que la conforman presentan
una diversidad —tanto genética como especifica— particular. Seis de las siete montafias analizadas
en este estudio se encuentran bajo alglin sistema de area natural protegida, ya sea como parque
nacional o como reserva de la biosfera. Debido a la complejidad y heterogeneidad de la FVTM, es
importante que el monitoreo y el manejo de especies sean locales, es decir, especificos a cada
montafia; al mismo tiempo que las estrategias de conservacion consideren la relacion historica y

actual entre las distintas montafias y se lleven a cabo con una vision regional e integral.
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9. Anexos

Los anexos también estan disponibles en la seccion de Complementos en el documento digital de
esta tesis, el cual puede ser consultado en la pagina de internet del catalogo de la biblioteca digital
de la UNAM (http://tesis.unam.mx/F).

Las secuencias que fueron utilizadas se encuentran solamente en el archivo digital de la

tesis, estan disponibles en la carpeta llamada secuencias en la misma seccion de Complementos.

9.1 Anexo 1. Base de datos de individuos recolectados con informacién taxonémica

Tipo de
ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU

AjBPCo022-4 Ajusco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
BIBPC0105-4  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
BIBPCo0105-7  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
BIBPC0105-9  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
BIBPCo0105-12 Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
MaBPCo0126-2 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
MaBPCo126-4 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
MaBPCo126-7 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
MaBPCo0126-8 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
ToBPCo3-5 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
ToBPCo3-9 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
ToBPCo3-10 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
ToBPCo3-11 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
ToBPCo3-12 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 8
PeBPCo0154-1  Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Coleoptera Col  Hydraenidae

PeBPCo154-3  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Coleoptera Col  Hydraenidae

PeBPCo154-4  Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Coleoptera Col  Hydraenidae

PeBPCo154-5  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Coleoptera Col  Hydraenidae

MaZPCo133-1 Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 2
MaZPCo133-3 Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 2
MaZPCo133-4 Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 2
MaZPCo133-5 Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col  Curculionidae 2
BIBPCo0104-1  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col  Carabidae 10
BIBPCo0104-3  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
BIBPCo0104-5  Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
BIBPC0104-11 Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
BIBPCo0104-12 Cerro Blanco Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCol-1 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo1-2 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo1-3 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCol-4 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCol-5 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCol-6 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCol-7 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-1 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-2 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
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Tipo de

ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU
ToBPCo2-3 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-4 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-5 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-6 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
ToBPCo2-7 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 10
1zZPCo056-3 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
[2zZPCo056-4 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
[2zZPCo056-5 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
[zZPCo56-9 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
[2ZPCo56-10 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
1zZPCo56-11 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
12ZPCo56-12 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaBPCo127-1 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaBPCo127-2 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaBPCo127-4 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaZPCo132-2  Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaZPCo132-3  Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaZPCo132-4  Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaZPCo132-6  Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
MaZPCo132-7 Malinche Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-1  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-2  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-3  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo148-4  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-5  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-9  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-10 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
PeZPCo0148-12 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Col0 Carabidae 11
1zBPCo47-1 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
1zBPCo47-2 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
[1zZBPCo047-3 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
1zZBPCo047-5 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
1zBPCo047-6 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 3
[1zBPCo47-7 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 3
1zBPCo047-8 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 3
1zBPCo47-10  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
[zBPCo47-11 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 3
1zZBPCo047-12 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 3
MaBPCo129-1 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
MaBPCo129-2 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
MaBPCo0129-3 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
PeBPCo0155-3  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 3
1zBPCo047-4 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 4
1zBPCo047-9 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 4
PeZPCo0149-5  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Coll  Curculionidae 5
PeZPCo0149-8  Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Coleoptera Coll Curculionidae 5
AjBPCo039-1 Ajusco Bosque Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 6
AjBPCo039-2 Ajusco Bosque Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 6
MaBPCo130-1 Malinche Bosque Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 7
ToZPCo18-1 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 1
ToZPCo18-2 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 1
ToZPCo18-5 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 1
ToZPCo18-6 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 1
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ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU
ToZPCo18-7 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Coleoptera Co7  Curculionidae 1
AjZPAr24-1 Ajusco Pastizal Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 12
AjZPAr24-2 Ajusco Pastizal Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 12
AjBPAr6-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
AjBPAri1i1-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar1l  Linyphiidae 13
AjBPAr6-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
AjBPAr4-5 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 13
AjBPAr6-6 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
AjBPAr6-4 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
AjBPAr9-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 13
AjBPAr6-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
AjBPAr4-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 13
AjBPAr9-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 13
AjBPAr6-5 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 13
1zBPAr131-1 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 14
1zBPAr132-4 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 14
1zBPAr131-5 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 14
[zBPAr131-11  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 14
1zBPAr132-12  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 14
[zBPAr131-10  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 14
1zBPAr131-7 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar6  Linyphiidae 14
AjBPAri-11 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAr1-8 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAri1-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAri1-6 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAr1-9 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAri-10 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 14
AjBPAr9-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 15
PeZPAr56-1 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
PeZPAr56-2 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
PeBPAr107-3 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 15
PeBPAr102-4 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
AjBPAr1-7 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
PeBPAr102-5 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
PeBPAri07-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 15
AjBPAri1i1-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar1l  Linyphiidae 15
AjBPAr5-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 15
AjBPAr5-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 15
PeBPAr107-2 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 15
PeBPAr102-2 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
AjBPAr9-5 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 15
AjBPAr5-4 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 15
AjBPAr5-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 15
PeBPAr102-3 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 15
PeBPAr104-3  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 15
PeBPAri02-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 16
BIBPAr150-1 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 16
PeBPAr100-4  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
PeBPAr100-8  Cofre de Perote  Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
PeBPAr100-3  Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
PeBPAr108-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 17
PeBPAr100-7 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
PeBPAr100-2 Cofre de Perote  Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
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ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU
PeBPAr100-1 Cofre de Perote  Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 17
AjZPAr26-1 Ajusco Pastizal Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 18
AjZPAr26-2 Ajusco Pastizal Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 18
MaZPAr80-1 Malinche Pastizal Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 18
MaZPAr80-2 Malinche Pastizal Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 18
ToZPAr46-2 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 18
ToZPAr46-3 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Arl8 Linyphiidae 18
ToZPAr46-7 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar1l8 Linyphiidae 18
ToZPAr46-1 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 18
ToZPAr46-9 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar1l8 Linyphiidae 18
ToZPAr46-5 Nevado de Toluca Pastizal =~ Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 18
ToZPAr46-6 Nevado de Toluca Pastizal =~ Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 18
ToZPAr46-8 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 18
ToZPAr46-4 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar1l8 Linyphiidae 18
BIZPAr129-1 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 18
PeBPAr104-5 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 19
MaBPAr71-1 Malinche Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 19
PeBPAr104-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 19
PeBPAr104-4  Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 19
PeBPAr104-2 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 19
ToBPAr30-2 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar1l8 Linyphiidae 20
ToBPAr30-1 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar18 Linyphiidae 20
ToBPAr29-1 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 20
ToBPAr29-2 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 20
AjBPAri2-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar12  Linyphiidae 20
BIBPAr146-5 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 20
BIBPAr149-2 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar12  Linyphiidae 20
1zBPAr133-4 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 20
1zBPAr133-3 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 20
BIBPAr146-3 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 20
1zBPAr133-5 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar5  Linyphiidae 20
ToZPAr47-2 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Arll Linyphiidae 21
ToZPAr47-5 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Arll Linyphiidae 21
[zZPAr65-1 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 21
AjBPArio-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar10 Linyphiidae 22
AjBPAr4-7 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 22
AjBPArl1-5 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 23
AjBPAri-12 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 23
AjBPAr4-9 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 24
AjBPAr4-12 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 24
AjBPAr4-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 24
AjBPAr4-11 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 24
AjBPAr4-8 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 25
AjBPAr9-4 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 25
PeBPAr110-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar10 Linyphiidae 25
AjBPAr4-4 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 25
PeBPAr110-2 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar10 Linyphiidae 25
AjBPAr4-10 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 25
AjBPAr7-5 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
AjBPAr7-3 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
AjBPAr7-4 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
AjBPAr7-7 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
AjBPAr7-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
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ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU
1zBPAr132-2 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
1zBPAr132-11  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
1zBPAr132-8 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 26
AnZPAr87-10  Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 27

Andrés
AnZPAr87-7 Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 27
Andrés
AnZPAr87-5 Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 27
Andrés
AnZPAr87-3 Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 27
Andrés
BIZPAr128-1 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 27
AjBPAr9-6 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar9  Linyphiidae 28
[zZPAr63-1 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 28
[zZPAr63-8 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar1l7  Linyphiidae 28
[zZPAr63-6 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 28
[zZPAr63-3 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 28
[zZPAr63-4 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 28
AjBPAri1-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Arl Linyphiidae 29
AjBPAr10-2 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar10 Linyphiidae 30
AjBPAr4-1 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 31
AjBPAr4-6 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar3  Linyphiidae 32
AjBPAr5-6 Ajusco Bosque Pitfall Araneae Ar4  Linyphiidae 33
AnBPAr160-3  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 34
Andrés
BIBPAr149-1 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar12  Linyphiidae 35
BIBPAr150-2 Cerro Blanco Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 36
PeBPAr100-5 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Arl7  Linyphiidae 37
ToBPAr32-1 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar7  Linyphiidae 38
PeZPAr59-1 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 39
PeZPAr59-2 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 39
PeZPAr59-10 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 39
ToZPAr37-2 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 40
ToZPAr37-5 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 40
ToZPAr36-1 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 40
BIZPAr123-4 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 40
BIZPAr123-8 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 40
1zZPAr60-2 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 40
1zZPAr60-3 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar1l6  Gnaphosidae 40
AnZPAr85-3 Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Ar1l6  Gnaphosidae 41
Andrés
AnZPAr85-4 Cerro de San Pastizal Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 41
Andrés
AnBPAr161-3  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 42
Andrés
AnBPAri61-2  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 42
Andrés
AnBPAr162-2  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 42
Andrés
ToZPAr37-3 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 43
ToZPAr37-4 Nevado de Toluca Pastizal Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 43
ToBPAr35-2 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Arl6  Gnaphosidae 44
ToBPAr35-4 Nevado de Toluca Bosque Pitfall Araneae Ar1l6  Gnaphosidae 44
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ID Montaiia vegetacion Trampa Orden Morfotipo Familia * OTU

Cerro de San

AnBPAr157-1  Andrés Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 45

AnBPAr157-4  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 45
Andrés

AnBPAr157-5  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar21  Gnaphosidae 45
Andrés

AnBPAr156-5  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae
Andrés

AnBPAr159-2  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae
Andrés

AnBPAr156-4  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae
Andrés

AnBPAr156-10 Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar1l3  Agelenidae
Andrés

AnBPAr156-12 Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae
Andrés

AnBPAr156-7  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Arl3  Agelenidae
Andrés

BIZPAr122-4 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae

BIZPAr122-7 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae

BIZPAr122-5 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae

BIZPAr122-12  Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar13  Agelenidae

BIZPAr122-9 Cerro Blanco Pastizal Pitfall Araneae Ar1l3  Agelenidae

MaZPAr83-1 Malinche Pastizal Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

AnBPAr158-1  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae
Andrés

AnBPAr158-5  Cerro de San Bosque Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae
Andrés

[zZPAr61-3 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

1zZPAr61-4 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

[zZPAr61-6 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

[zZPAr61-7 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

1zZPAr61-9 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

[zZPAr61-10 Iztaccihuatl Pastizal Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

1zBPAr130-3 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

1zBPAr130-8 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

1zBPAr130-9 Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

[zZBPAr130-10  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

1zBPAr130-11  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

1zBPAr130-12  Iztaccihuatl Bosque Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

PeBPAr101-1 Cofre de Perote ~ Bosque Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

PeZPAr58-5 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

PeZPAr58-6 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Ar2  Anyphaenidae

PeZPAr58-8 Cofre de Perote  Pastizal Pitfall Araneae Ar2 Anyphaenidae

*Las familias taxondmicas se obtuvieron a partir de la comparacion de las secuencias del gen

mitocondrial cox1 de los especimenes colectados con secuencias de las bases de datos de NCBI y

BoldSystems
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9.2. Anexo 2. Cddigo de R

9.2.1. Delimitacion de OTUs con GMYC

#Determinacion de OTUs con gmyc
setwd("~/BEAST/BEASTv1.8.2/bin") #casi todos los arboles estan guardados
en esta carpeta
## 1. Se cargan las librerias necesarias
library(splits)
library(ape)
library(MASS)
library(paran)
## 2. Se carga el arbol ultramétrico (usé BEAST para calcularlos). Se
tiene que nombrar al arbol como objeto nuevo.
CurcuTtree<-read.nexus("CurculionidaeTtree")
## 3. Se implementa gmyc con el nuevo arbol. Primero el arbol, luego el
método, intervalo de escala de los parametros y si quieres ver en la
consola el avance (T o F).
CurcuTgmyc<-gmyc(CurcuTtree, method="single", interval=c(0,10),quiet=F)
## 4. Resultados:
CurcuTgmyc
summary(CurcuTgmyc)
#Para cambiar la fuente de los nombres de las ramas se modifica la
funcion (plotCluster3)
plotCluster3 <- function(tr, lthresh, show.tip.label = TRUE,
show.node.label = FALSE, cex = 0.5) {
numnod <- tr$Nnode
numtip <- length(tr$tip.label)
cdat <- array(1, 2 * numnod)
ndat <- array("", numnod)
bt <- -branching.times(tr)
nest.nodes <- function(tr, x, p = 0) {
numtip <- length(tr$tip.label)
nods <- array(NA, 0)
desc <- as.integer(tr$edge[, 2][tr$edge[, 1] == x])
if (desc[1] > numtip) {

76



nods <- c(nods, desc[1], nest.nodes(tr, desc[1]))
}
if (desc[2] > numtip) {

nods <- c(nods, desc[2], nest.nodes(tr, desc[2]))
}
if (length(nods) > 0) {

return(nods)
}
else {

return(NULL)

3

threshold.group <- function(mrcas) {
parent <- tr$edge[, 1]
child <- tr$edge[, 2]
thresh.group <- list()
thresh.time <- c()
mrcas <- mrcas + numtip
k <- 1
while (TRUE) {
times <- bt[mrcas - numtip]
threshl.time <- min(times)
threshl.node <- mrcas[which.min(times)]
mrcas <- mrcas[-which.min(times)]
if (length(mrcas) == 0) {
thresh.time <- c(thresh.time, threshl.time)
thresh.group[[k]] <- threshl.node
break
}
member <- threshl.node
del <- c()
for (i in 1:length(mrcas)) {
par.nod <- parent[child == mrcas[i]]
t.par <- bt[par.nod - numtip]
if (t.par < threshi.time) {
member <- c(member, mrcas[i])
del <- c(del, i)
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}
thresh.time <- c(thresh.time, threshl.time)
thresh.group[[k]] <- member
k <- k +1
if (length(del) '= 0) {
mrcas <- mrcas|[-del]
}
if (length(mrcas) == 0) {
break

3

return(thresh.group)
}
group <- threshold.group(lthresh)
colors <- rainbow(length(group))
k <- 1
for (g in group) {
n.col.type <- rep(@, numnod)
for (j in 1:1length(g)) {
n.col.type[g[j] - numtip] <- 2

n.col.type[nest.nodes(tr, g[j]) - numtip] <- 1

}
cdat[match(tr$edge[, 1], which((n.col.type ==
(n.col.type
<- colors[k]
k <- k +1
}
plot(tr, edge.color = cdat, use.edge.length =
show.node. label,
show.tip.label = show.tip.label, no.margin
cex = cex, font=1)
}
#Graficarlo con la nueva funcion

X<-CurcuTgmyc

1,

2)) + numtip) > @]

show.node.label

FALSE,

plotCluster3(x$tree, Xx$MRCA[[which.max(x$likelihood)]])

###Se repite con cada familia taxondmica
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9.2.2. Diversidad genética y diversidad especifica

##Para calcular distancias genéticas entre poblaciones
#primero cargas las librerias ape, adegenet, ade4

library(ape)

library(ade4)

library(adegenet)

library(diveRsity)

#lees el archivo de las secuencias
0TU40<-read.dna("0OTU40.fasta", format="fasta")
0TU40gen<-DNAbin2genind (0TU40) #conviertes el objeto DNAbin a un objeto
genind

0Tu40gen

0Tu40gen@ind.names

#Para agregar los datos de la poblaciodn:

# get pop data (first two chars of seq name)
head(labels(0TU40))

pops<-substr(labels(0TU40), 1,2)

pops<-as.factor(pops)

head(pops)

0TU40gen@pop<-pops

0TUu40gen@pop.names<-c("B1","Iz","To") #Esto lo escribes a mano
0Tu40gen

#Conviertes el objeto genind en genpop
0TU40pop<-genind2genpop(0TU40gen)

#Se calcula la distancia genética entre poblaciones con la funcidén de
adegenet dist.pop

distOTU40<-dist.genpop(0TU40pop, method=4,diag=T, upper=F)
distOTU40

###Se repite el procedimiento con todas las 0TUs

# Para calcular Fst

library(adegenet)

library(ape)

library(pegas)

#Se leen las secuencias
OTUl5<-read.dna("0OTUl5.fasta", format="fasta")
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0TU15

class(0TU15)

0TU15gen<-DNAbin2genind(0TU15) # adegenet format
OTUl5loci<-genind2loci(0TUl5gen) # pegas format

#Se obtienen los datos de las poblaciones (first two chars of seq name)
head(labels(0TU15))

pops<-substr(labels(0TUl1l5), 1,2)

pops<-as.factor(pops)

head(pops)

#Se estima Fst

fstOTUl5<-pairwise.fst(0TU1l5gen, pop=pops, res.type="matrix")
fstOTU15

###Se repite el prodecimiento con todas las 0TUs

# Para calcular una red de haplotipos

library(adegenet)

library(pegas)

setwd("~/Geneious") #En donde estéen guardados los archivos fasta
otuld<-read.dna("OTUl4.fasta", format="fasta")

otul4d

class(otul4)

haplosotul4<-haplotype(otul4)

haplosotul4

# Se obtienen los datos de las poblaciones (first two chars of seq name)
head(labels(otul4))

pops<-substr(labels(otul4), 1,2)

pops<-as.factor(pops)

head(pops)

#Se calculan las frecuencias de los haplotipos
hfotuld4<-haploFreq(otul4, fac=pops)

hfotul4

#Se construye la red de haplotipos
hnotul4<-haploNet(haplosotul4) #hn es de haplotype network
hnotul4

#Tamafo-frecuencia y colores-poblaciones

plot(hnotul4, size=attr(hnotul4,'"freq"), pie=hfotul4, legend=c(-10,0))
###Se repite con todas las O0TUs
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#Para calcular indice de diversidad beta

library(vegan)

library(ade4)

#Se lee el archivo de cantidad de individuos de cada OTU presente en cada
montafa

OTUs <- read.csv("~/Documentos/Proyectodetesis/Resultados/0TUs.csv")
View(OTUS)

OTUs<-0TUs[1:45,2:8] #Quitamos la columna de OTU porque es repetitiva
View(OTUS)

OTUs<-as.matrix(0TUs) #La convertimos en matriz

OTUs<-t(0TUs) #Trasponemos la matriz para que las especies sean las
columnas (variables) y los sitios los renglones.

#Se calcula una matrix de presencia-ausencia

OTUs.PA<-0TUs>0 #cada celda es transformada en T o F dependiendo si el
valor es mayor que O 0 no

mode (0TUs.PA)<-"integer" #coloca T=1 y F=0

head(0TUs)

head(0TUs.PA)

OTUsdist<-betadiver (0TUs.PA,method=1) #matriz de distancia. Para ver
todos los indices escribir betadiver(HELP=T). Indices 10 y 11 son de
similitud, los demas son distancia.

#para graficar un cluster

cluster<-hclust(0TUsdist)

plot(cluster)

#para verlo en gréafica (PCoA)

PCoA<-dudi.pco(sqrt(0TUsdist), scannf=F)

summary (PCoA)

scatter(PCoA, xax=1, yax=2, posieig="none")

9.2.3. Diferenciacién de individuos por el tipo de vegetacion

#Se usan los mismos arboles que se obtuvieron en el gmyc

X<-CurcuTgmyc

# Obtener nombres de poblaciones y el tipo de vegetacion de colecta (B o
Z)

nomtips<-substr((x$tr)$tip.label, 1,2)
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nomtips #Poblaciodn
samtips<-substr((x$tr)$tip.label, 3,3)
samtips #Tipo de vegetacion
#Definir color por tipo de vegetacion (samtips)
samtips<-as.factor(samtips)
levels(samtips)<-c("green", "blue")
samtips
# Se modifica la funcion para graficar de splits (se agrega un 2 para que
no se confunda R)
plotCluster2 <- function(tr, 1lthresh, show.tip.label = FALSE, # tip
labels to FALSE
show.node.label = FALSE, cex = 0.5) {
numnod <- tr$Nnode
numtip <- length(tr$tip.label)
cdat <- array(1, 2 * numnod)
ndat <- array("", numnod)
bt <- -branching.times(tr)
nest.nodes <- function(tr, x, p = 0) {
numtip <- length(tr$tip.label)
nods <- array(NA, 0)
desc <- as.integer(tr$edge[, 2][tr$edge[, 1] == x])
if (desc[1] > numtip) {
nods <- c(nods, desc[1], nest.nodes(tr, desc[1]))
}
if (desc[2] > numtip) {
nods <- c(nods, desc[2], nest.nodes(tr, desc[2]))
}
if (length(nods) > 0) {
return(nods)
}
else {
return(NULL)

}

threshold.group <- function(mrcas) {
parent <- tr$edge[, 1]
child <- tr$edge[, 2]
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thresh.group <- list()
thresh.time <- c()
mrcas <- mrcas + numtip
k <- 1
while (TRUE) {
times <- bt[mrcas - numtip]
threshl.time <- min(times)
threshl.node <- mrcas[which.min(times)]
mrcas <- mrcas[-which.min(times)]
if (length(mrcas) == 0) {
thresh.time <- c(thresh.time, threshil.time)
thresh.group[[k]] <- threshl.node
break
}
member <- threshl.node
del <- c()
for (i in 1:1length(mrcas)) {
par.nod <- parent[child == mrcas[i]]
t.par <- bt[par.nod - numtip]
if (t.par < threshl.time) {
member <- c(member, mrcas[i])
del <- c(del, 1i)

}

thresh.time <- c(thresh.time, threshil.time)
thresh.group[[k]] <- member
k <- k + 1
if (length(del) '= 0) {
mrcas <- mrcas|[-del]
}
if (length(mrcas) == 0) {

break

}

return(thresh.group)

3
group <- threshold.group(lthresh)
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colors <- rainbow(length(group))
k <- 1
for (g in group) {
n.col.type <- rep(0, numnod)
for (j in 1:length(g)) {
n.col.type[g[j] - numtip] <- 2
n.col.type[nest.nodes(tr, g[j]) - numtip] <- 1
}
cdat[match(tr$edge[, 1], which((n.col.type == 1) |
(n.col.type == 2)) + numtip) > 0] <-
colors[k]
k <- k +1
}
plot(tr, edge.color = cdat, use.edge.length = 1, show.node.label =
show.node.label,
show.tip.label = show.tip.label, no.margin = FALSE,
cex = cex)
}
# Graficar con color de acuerdo al tipo de vegetacion
plotCluster2(x$tree, x$MRCA[[which.max(x$likelihood)]])
tiplabels(text=nomtips, frame="none", adj=0, cex=0.5,

col=as.vector(samtips))

9.2.4. ;Existe una estructura E-O?

#Modelos nulos

#Se comparan los datos empiricos con datos simulados con la funcidn
oecosimu. Se usa la base de datos de presencia-ausencia construida para
calcular la diversidad beta.

library(vegan)

#Se hace un grupo del E y otro del W y aleatorizo las spp entre ambos
lados:

#Lo haré con las 34 agrupaciones posibles.

#Grupol: E=An,Bl,To W=Aj,Iz,Ma,Pe

E1<-0TUs.PA[1:3,] #Hago el vector E

El<-colSums(E) #Sumo las especies de las tres montafias para que se junten
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en un solo complejo "Este"

W1<-0TUs.PA[4:7,] #Vector W

Wil<-colSums (W)
EWl<-matrix(data=(c(E1,W1)), nrow=2, ncol=45, byrow=T,dimnames=1ist(c("E1","
W1"))) #Construyo la matriz E-W

Ewl

simlst<-oecosimu(EW1, nestedbetasor,method="r0", nsimul=999) #aleatorizando
s0lo sitios

dplotilst<-densityplot(simist, par.strip.text=list(cex=1.3), lwd=2,
obs.line("red"), par.settings=1list(par.xlab.text=1ist(cex=1.5),
par.ylab.text=1list(cex=1.5))) #Letra grande y lineas verticales gruesas
dplotist

###Se repite el mismo procedimiento con los otros 34 agrupamientos de

montafias (ver Tabla 3)

#Analisis de varianza con permutaciones

#Se usa la misma matriz de presencia-ausencia de 0TUs

#Grupol: W=An,Bl,To E=Aj,Iz,Ma,Pe

OTUsdist<-betadiver (0TUs.PA,method=1) #matriz de distancia. Para ver
todos los indices escribir betadiver(HELP=T). Indices 10 y 11 son de
similitud, los demas son distancia.

vecl<-c(rep("wW",3),rep("E",4)) #Hacer un vector con Este - Oeste
AVl<-adonis(OTUsdist~as.factor(vecl), permutation=999) #Se hace un
analisis de varianza con permutaciones

AV1

###Se repite con los otros 34 agrupamientos de montafas (ver Tabla 3)
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