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RESUMEN

Se investigo la estructura y variacién genética en las especies del complejo Enantia jethys
(Lepidoptera: Papilionoidea) en cinco localidades de Veracruz, Puebla y Oaxaca en México,
utilizando dos marcadores ISSR. Se encontraron niveles de polimorfismo (P) altos en
poblaciones de la misma especie (P: E. mazai = 92.42, E. albania = 96.97, E. jethys = 95.45),
asi como de heterocigosidad (He: E. m. mazai = 0.136, E. albania = 0.195, E. jethys = 0.254).
Enantia m. mazai es el miembro del complejo jethys con mayor diferenciacién genética
entre subpoblaciones (Gst = 0.0535) y E. jethys es la especie con mayor flujo de genes entre
subpoblaciones (Nm = 20.07). Se encontré evidencia de hibridacién direccional e
introgresion en el grupo. La hibridacion involucra siempre a E. albania con cualquiera de las
otras especies, pero nunca ocurre entre E. jethys y E. mazai, mientras que en la
introgresion, E. jethys y E. mazai presentan un componente genético de E. albania. Ademas
se observa que la presencia de los individuos hibridos puede aumentar (en E. mazai) o

disminuir (en E. jethys) los niveles de diversidad genética.



ABSTRACT

Genetic structure and variation was analyzed in the Enantia jethys species complex
(Lepidoptera: Papilionoidea) from five localities in Veracruz, Puebla and Oaxaca, Mexico
using two ISSR’s markers. There were high polymorphism and heterozygosity levels (P: E.
mazai = 92.42, E. albania = 96.97, E. jethys = 95.45; H.: E. m. mazai = 0.136, E. albania =
0.195, E. jethys = 0.254). Enantia m. mazai is the member of the complex with the highest
genetic differentiation among subpopulations (Gst = 0.0535), whereas E. jethys has the
highest gene flow among subpopulations (Nm = 20.07). Evidence of directional
hybridization and introgression was found within the group. Hybridization always involves
E. albania and any other species, but it never occurs between E. jethys and E. mazai,
whereas for introgression, E. jethys and E. mazai have a genetic component of E. albania.
In addition it is observed that the presence of the hybrid individuals can increase (in E.

mazai) or decrease (in E. jethys) the levels of genetic diversity.
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1 Genética de poblaciones

1.1 é{Qué estudia la Genética de poblaciones?

Para comprender los procesos evolutivos es necesario contar con un conocimiento amplio
de la genética de poblaciones (Hedrick, 2011). En el contexto de la genética poblacional, la
evolucidon es el resultado de un cambio progresivo en la composicion genética de las

poblaciones (Hartl y Clark, 1989).

La genética poblacional involucra el estudio de la variacion genética de un gen o
grupo de genes en una poblacién o poblaciones (Hedrick, 2011), asi como el estudio de
ciertos procesos en las poblaciones que hacen que dicha variacion genética sea diferencial
entre ellas (como la interrupcion de flujo génico), lo que se puede definir como la

estructura genética de las poblaciones (Hamilton, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplo de estructura poblacional (frecuencias alélicas y genotipicas diferenciales) producida por la
interrupcidn de flujo génico debido al surgimiento de una barrera geografica. En la poblacién A las frecuencias
genotipicas son homogéneas en ambos lados de la barrera geografica. En D se observa una estructura bien

definida donde en un lado de la barrera solo hay genotipos aa y Aa, y del otro lado AA y Aa (Hamilton, 2009).

La estructura de las poblaciones tiene dos partes principales: la estructura
demografica y la genética, la estructura demografica estd determinada por procesos tales
como los nacimientos, muertes, dispersion y sistemas de apareamiento De acuerdo con

Slatkin (1994). Por otra parte, la estructura genética esta determinada por la estructura
4



demografica de la poblacién, pero también por procesos tales como la seleccién, mutacion
y recombinacién, flujo de genes y deriva génica Slatkin (1994). La estructura poblacional (o
diferenciacion poblacional) puede ser estimada principalmente a través de los estadisticos

F, introducidos por Sewall Wright en 1951 (Frankham, et al., 2002; Eguiarte, et al., 2010).

1.2 El equilibrio de Hardy-Weinberg

En 1908 el matematico Godfrey H. Hardy y el médico Wilhelm Weinberg formularon una
relacion matematica para predecir el cambio de las frecuencias alélicas a través del tiempo,
lo que se conoce como “Ley de Hardy-Weinberg (H-W)” (Hamilton, 2009). Dicha ley postula
gue a partir de cualquier frecuencia genotipica inicial i.e. homocigoto dominante,
heterocigoto o heterocigoto recesivo (D, H y R respectivamente), en la siguiente generacion
podremos observar la relacién D = p% H = 2pq, R = q° (Eguiarte, 1999; Hedrick, 2011), por lo
que la ecuacién de H-W es p? + 2pq + g*= 1, donde p y q son las frecuencias alélicas para un

locus con dos alelos (Hamilton, 2009).

El equilibrio de H-W se cumple bajo un conjunto de supuestos: 1) los organismos
son diploides, 2) se lleva a cabo la reproduccién sexual, 3) no hay sobrelapamiento entre
generaciones, 4) los apareamientos son aleatorios, 5) hay union aleatoria entre gametos,
6) el tamafio de la poblacion es muy grande, 7) no hay migracion (no hay flujo génico), 8)
no hay mutacion, o en caso de haberla, su efecto es muy bajo y 9) la seleccion natural no

actua sobre la poblacion (Eguiarte, 1999; Hamilton, 2009).

1.3 Algunas estimaciones de los efectos de las fuerzas evolutivas en las poblaciones

naturales

Si la variacion genética es diferencial entre poblaciones éstas reflejaran  estructura
genética. El flujo génico es una parte fundamental en la estructura de las poblaciones

(Slatkin, 1994), y su estimacién puede ser llevada a cabo mediante métodos directos e
5



indirectos (Aguirre, 2007). Los métodos directos se llevan a cabo con base en
observaciones o experimentos que pueden medir el grado de dispersién de gametos y de
individuos, asi mismo, también se pueden hacer andlisis de parentesco que pueden
identificar padres y después identificar el patrén de movimiento de los genes. Los métodos
indirectos por otro lado, pueden dar estimaciones del nivel promedio de flujo génico que se
hace a partir de la interaccion de éste con otras fuerzas evolutivas, ello para poder predecir
cuanto flujo tuvo que haber para que los patrones que se estan observando estén

presentes en los datos (Slatkin, 1985; Slatkin, 1994; Aguirre, 2007).

Existen modelos tedricos que suponen que los organismos forman poblaciones
discretas que son diferenciadas por mutacion y deriva génica: modelo de islas (Wright,
1943) o metapoblaciones, o bien, modelos donde la relacién entre la distancia geografica y

el flujo génico es inversamente proporcional: aislamiento por distancia (Aguirre, 2007).

El modelo de islas infinitas (Figura 2) supone que las subpoblaciones intercambian
genes en la misma magnitud y con la misma probabilidad (Wright, 1951; Hedrick, 2011;
Aguirre, 2007, Eguiarte, 2010). Las poblaciones pueden considerarse como réplicas vy el
modelo necesita solo de dos parametros que son el tamafio poblacional (N) v la tasa de
migracion (m). El estimador de la relevancia de la deriva génica es 1/N y el del flujo génico
es proporcional a m (Aguirre, 2007, Eguiarte, 2010). En este modelo de islas se considera
un equilibrio entre el flujo génico y la deriva. Si Nm es mayor que 1, el flujo génico
sobrepasa los efectos de la deriva, al mismo tiempo impidiendo diferenciacién local, en
cambio, si Nm es menor que 1 la deriva esta actuando en forma casi independiente en cada

poblacion (Slatkin, 1994).

>
Figura 2. Modelo de islas. Misma tasa de flujo génico entre todas las g
subpoblaciones. Tomado de Hamilton, 2002.



El modelo de aislamiento por distancia examina la relacién del flujo génico entre
pares de poblaciones (M) con la distancia geografica (Slatkin, 1993). Bajo este modelo, los
valores de M se estiman a partir de valores de la medida de diferenciacion genética 6 (Weir
y Cockerham, 1984) y se aplica una regresion de logioM en logiok (k= distancia geografica)
(Figura 3). Para determinar si existe una relacién lineal significativa entre el flujo génico y la
distancia geografica entre poblaciones se utiliza comUnmente una prueba de Mantel
(1967), debido a que los valores de M para los diferentes pares de poblaciones no son

independientes.

21
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Figura 3. Modelo de aislamiento por distancia. Grafica entre log10k y loglOM. Tomado de Aguirre,
2007.



1.4 La Gst como medida de la diferenciacién entre poblaciones

Los estadisticos F de Wright (1951) son una medida que permite conocer la estructura
poblacional. La Fst fue originalmente formulada para medir la diferenciacion genética de
loci bialélicos (Wright, 1969), luego se generalizé para utilizarla con multiples alelos en un
locus, es decir, la Gst (Nei, 1973). La Fst y la Gst pueden considerarse como estimadores

equivalentes (Whitlock, 2011)

Esta medida de la diferenciacién genética en términos de Hs se puede definir como

Gsr=(Hr—Hs )/ Hr

Donde Hs y Hr son las medidas (del conjunto de loci) de las diversidades

intrapoblacional y total respectivamente (Franco e Hidalgo, 2003; Whitlock, 2011).

Con dos poblaciones y dos alelos, el rango de valores que puede alcanzar las Gsres de 0
a 1. Los valores cercanos a O indican que no hay diferencias en las frecuencias alélicas entre
dos poblaciones; es decir, no hay diferenciacion genética y valores iguales o cercanos a 1
indican que en cada poblacién se han fijado alelos diferentes, es decir, existe una alta

estructura poblacional (Kane, 2011).

De acuerdo con Wright (1978) y Hartl y Clark (1997), si el valor de Gst obtenido va de
0.00 a 0.05 indica una ligera diferenciacién genética, si va de 0.05 a 0.15 indica una
diferenciacion genética moderada y si va de 0.15 a 0.25 (y hasta 1) se sugiere una alta

diferenciacion genética.



2 Marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)

Los “acercamientos” moleculares y morfolégicos para el estudio de la genética de
poblaciones en los grupos bioldgicos tienen ventajas y también limitaciones. Los datos
moleculares tienen la ventaja de trabajar directamente con la base genética de la variacién
(Rentaria, 2007). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de
detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o codominante

(Simpson, 1997).

Los ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) son marcadores moleculares dominantes
mediante los cuales es posible evaluar la variacion entre las regiones microsatélite
(secuencias repetidas en tdndem) en el genoma, particularmente en el nuclear (Gonzalez y
Aguirre, 2007). Los ISSRs son amplificados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mediante un primer de secuencia complementaria a un microsatélite (Figura 4) (Bornet y
Branchard, 2001). Una vez que dos microsatélites con orientacion invertida estan a una
distancia amplificable, el primer complementario a ellos da paso a la amplificacién del
segmento de DNA que se encuentra entre ambos, asi, se genera un patron especifico para
cada individuo en base al polimorfismo detectado con la ausencia o presencia de los

productos de amplificacidn (Zietkiewicz et al., 1994).

Desde los afios noventa estos marcadores han sido utilizados (Bornet y Branchard,
2001; Rentaria, 2007). Su uso en estudios de variacién poblacional en especies silvestres es

relativamente reciente (Rentaria, 2007).
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Figura 4. Amplificacién con un primer (CA)n anclado en el extremo 5’ con tres nucledtidos extras. Se amplifica
el segmento intermedio entre dos secuencias de microsatélite en orientacién invertida (Gonzalez y Aguirre,

2007).

La probabilidad de encontrar polimorfismos en este tipo de marcadores se debe a
gue la tasa de mutacidon en los microsatélites es mas alta que en otros tipos de DNA
(Zietkiewicz, et al., 1994; Pradeep, et al., 2002). La variabilidad en los ISSR’s se puede deber
a 1) las mutaciones en el lugar de union a los primers, estos son eventos que pueden
generar polimorfismos de presencia o ausencia en la amplificacion, 2) los polimorfismos
gue se encuentran varian con la naturaleza del primer, dependiendo de si es anclado o no
anclado (i.e. si posee nucledtidos adicionales en el extremo 3’ 0 5’ o bien, posee “solo” la

secuencia del motivo repetido complementario al microsatélite) (Pradeep et al., 2002).

Como otros marcadores, los ISSRs cuentan con ventajas y desventajas (Bornet y
Branchard 2001; Rentaria, 2007). Entre las ventajas de los ISSRs es que tienen un gran
numero de bandas polimdrficas, ademas, es una técnica altamente repetible (Rentaria,
2007) y de rapida implementacion (Davila et al., 2007). Entre sus desventajas se puede
mencionar que las bandas producidas por esta técnica se interpretan como marcadores
dominantes, es decir, no es posible conocer el niumero de individuos heterocigotos. La
presencia de una banda significa un individuo heterocigoto u homocigoto dominante y la
ausencia de una banda significa un individuo homocigoto recesivo (Rentaria, 2007). Por
esta razéon no permiten el calculo de ciertos pardmetros que exigen distinguir a los

heterocigotos de los homocigotos dominantes (como Fisy Fir; Wright, 1965).
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El uso de los ISSRs se ha extendido en varios tipos de estudios (Davila et al., 2007), por
ejemplo, para la identificacion de especies con morfologia muy similar (Luque et al., 2002).
En el caso especifico de los lepiddpteros, el uso de estos marcadores ha sido mas comun en
Heterocera (Roux, et al., 2007; Radjabi et al.,, 2012; Luque et al., 2009 por mencionar

algunos) que en Rhopalocera (Machkour-M'Rabet et al., 2014) (Tabla 1).

Los ISSRs también pueden ser utilizados para la identificacién de paternidad y
maternidad, mapeo génico, evaluacion de diversidad para usos de conservacion,
subdivisidon genética en poblaciones, e identificaciéon de hibridacion e introgresion
(Zietkiewicz et al., 1994; Wolfe, 2000; Pradeep et al., 2002; Machkour-M'Rabet et al.,
2009). Debido a la utilidad de los ISSRs, éstos son marcadores Utiles para realizar estudios
de variacién y estructuracién genética, y son ampliamente utilizados en la genética de
poblaciones (Luqgue et al., 2002; Rentaria, 2007; Machkour-M'Rabet, et al., 2009;
Machkour-M'Rabet et al., 2014).
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Tabla 1. Algunos estimadores de la variabilidad y diferenciacion genética en Lepidoptera a través de los marcadores moleculares ISSRs.

Polimorfismo, Gsr y Fst = estimadores de diferenciacion poblacional, Nm = flujo génico. H = Heterocera (lepidépteros nocturnos), R =

diurnas).

Especie

Samia ricini

Athetis lepigone

Hyles euphorbiae
Bombyx mori

Plutella xylostella
Diarsia brunnea
Baronia brevicornis
Plutella xylostella
Lymantria dispar
Chrysodeixis includens
Antheraea assamensis
Plutella xylostella
Conogethes punctiferalis

Antheraea mylitta

#de loci
183

28

81

188

60

66

230

102

247

395
211

% de P
95.08
100
77.77
100
100
100
62.17 - 86.96
100
30-90
89.11
99
76.12

Gst

0.0747

0.238
0.0075
0.2
0.0858

0.053 - 0.2966
0.314

Fst

0.2543
0.021
0.36

Nm

6.1911

1.278-6.214
66.07

2.01

5.3277
1.477

23.197
8.3399
8.8724

1.091

RoH
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Rophalocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera
Heterocera

Heterocera

Familia
Saturniidae
Noctuidae
Sphingidae
Bombycidae
Plutellidae
Noctuidae
Papilionidae
Plutellidae
Lymantriidae
Noctuidae
Saturniidae
Plutellidae
Crambidae

Saturniidae

Region

Tailandia, India 'y Japon

China

Norte de Africa, Europa y Arabia Saudita
Iran

Ameérica, Europa, Asia, Africa y Australia
Francia

México

China

China

Brasil

India

China

China

India

% de P = porcentaje de

Rhopalocera (mariposas

Referencia

Wongsorn et al., 2015
Chenetal,, 2014
Hundsdoerfer et al., 2005
Radjabi et al., 2012
Roux et al., 2005
Luque et al., 2009
Machkour et al., 2014
Yang et al., 2015
Chenetal, 2013
Palma et al., 2015
Singh et al., 2011

Xun et al., 2012
Zhang et al., 2010
Srivastava et al., 2009
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3 Las especies del complejo Enantia jethys. Estudios morfoldgicos,

poblacionales y filogenéticos.

3.1 Clasificacion taxondmica del género Enantia (Hibner, 1819)

El orden Lepidoptera es considerado un los de los érdenes mas diversos entre los insectos
con aproximadamente 155 mil especies descritas, aunque se estima que existen entre 255

mil a medio millén de especies en el grupo (Llorente-Bousquets et al., 2014).

Uno de los subdrdenes de Lepidoptera es Glossata, en el cual se encuentran la gran
mayoria de los lepidopteros (Van Niurenken et al., 2011). Este suborden incluye a mas de
40 superfamilias, una de ellas es Papilionoidea con siete familias (Van Niurenken et al.,
2011) (Figura 5). La familia Pieridae cuenta con cuatro subfamilias; la subfamilia
Dismorphiinae a su vez, se subdivide en dos tribus: Leptidini (con un solo género) y

Dismorphiini, con seis géneros, incluido Enantia (Llorente-Bousquets, 1984) (Figura 5).

Enantia es un género de origen neotropical que se compone por las siguientes nueve
especies: E. albania (Bates, 1864), E. aloikea (Brévignon, 1993), E. citrinella (Felder &
Felder, 1861), E. clarissa (Weymer, 1895), E. jethys (Boisduval, 1836), E. [imnorina (Felder &
Felder, 1865), E. lina (Herbst, 1792), E. melite (Linnaenus, 1736) y E. mazai (Llorente-
Bousquets, 1984) (Lamas, 2004).
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FAMILIAS

Papilionidae . )
GENEROS
Tribu Leptidini .
——— Hedylidae " Leptidea
SUBFAMILIAS
Hesperiidae Pseudopontinae Pseudopieris
SUPERFAMILIA L Dismorphinae Dismorphia
- . —t—Pieridae __|
Papilionoidea o Tribu :
Pierinae o - — Fnantia
LSO phint
Riodinidae Coliadinae Lienix
. Patia
Lycaenidae
| Moschoneura
Nymphalidae

Figura 5. Posicion taxonémica del género Enantia sin intentar reflejar relaciones filogenéticas entre grupos

(basado en Llorente-Bousquets, 1984 y Van Niurenken et al., 2011).

3.2 Las especies del complejo Enantia jethys

Un complejo de especies es un grupo de entidades taxonémicas relacionadas de las cuales
su taxonomia es confusa (Mayr y Ashlok, 1991). Por mas de un siglo, han existido
numerosos debates sobre la identificacion de las especies que hoy se consideran como el

complejo E. jethys.

Por mencionar algunos casos de desacuerdo en las especies del complejo Enantia
jethys, Godman & Salvin (1889) consideraron para México a las especies E. jethys y E.
albania posiblemente confundiendo a E. mazai con E. jethys (Llorente-Bousquets, 1984).
Brown (1944) considerd para Meéxico soélo una especie altamente variable. Estas

identificaciones se basaron en los patrones de pigmentacién alar de estas especies.
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Llorente-Bousquets (1984) considera para México a las especies E. albania, E. jethys

y E. mazai, ésta ultima con dos subespecies: E. m. mazai 'y E. m. diazi (Llorente-Bousquets,

1984). Las principales caracteristicas morfoldgicas actuales para definir estas especies,

ademas de los patrones de coloracion alar, son también la morfologia de los genitales y la

estructura de los huevecillos (Llorente-Bousquets, 1984) (Tabla 2, Figura 6).

Tabla 2. Caracteristicas y distribucion de las especies del complejo Enantia jethys en México. Llorente-

Bousquets, 1984.

Especie o Distribucion Altitud Color de los huevecillos Tamafio promedio de

subespecie envergadura alar

(Llorente- Hembras Machos

Bousquets, 1984)

Enantia albania Vertiente del De los O a los Morado 44 mm 45 mm
Golfo 1300 msnm

Enantia jethys Vertiente del De los 1000 a Lila 46 mm 47 mm
Golfo los 1800 msnm

Enantia m. mazai  Vertiente del DelosOa los Verde pélido 46 mm 47 mm

Golfo

Enantia m. diazi Vertiente del
Pacifico

2000 msnm

Los machos de las especies del complejo E. jethys presentan un patron de

coloracion alar variable, mientras que los patrones de pigmentacion de las hembras son

menos variables entre ellas (Figura 6). Los ejemplares mas melanicos suelen encontrarse en

las épocas humedas y templadas del afio, mientras que en las épocas frias y secas se suelen

encontrar ejemplares con tonalidades mas claras (Llorente-Bousquets, 1984).
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MACHQOS HEMBRAS
V. dorsal V. ventral V. dorsal V. ventral

E. jethys

E. albania

E. m. mazai

E. m. diazi

Figura 6. Patrones de coloracién alar de las especies del complejo jethys. 1 y 2 = Vista dorsal y ventral
respectivamente. A: Ejemplar macho de Enantia jethys. B: Ejemplar hembra de Enantia jethys. C. Enantia
albania macho, D: Enantia albania hembra. E: Enantia mazai mazai macho. F: Enantia mazai mazai hembra.

G: Enantia mazai diazi macho. H: Enantia mazai diazi hembra.

Enantia jethys y E. mazai se encuentran exclusivamente en México, mientras que E.
albania es de distribucion mds amplia, ocurriendo desde el centro de México hasta Ecuador
(Lamas, 2004). Las subespecies de E. mazai descritas por Llorente-Bousquets (1984) no se
traslapan geograficamente, ya que mientras E. m. mazai se distribuye en la vertiente del
Golfo de México al igual que E. albania y E. jethys, E. m. diazi se distribuye en la vertiente

del Pacifico (Figuras 7 - 9)
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Figura 7. Mapa de distribucion de E. mazai mazaiy E. mazai diazi. Se observa que E. mazai mazai se distribuye
a lo largo de la vertiente del Golfo y E. mazai diazi por la vertiente del Pacifico. Tomado de Llorente-

Bousquets y colaboradores (1997).

Figura 8. Mapa de distribucién de E. albania. Tomado de Llorente-Bousquets y colaboradores, 1997.
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Figura 9. Distribucion de E. jethys. Tomado de Llorente-Bousquets y colaboradores, 1997.

Este complejo de mariposas se encuentra principalmente en el bosque mesdfilo de
montafia, aunque también sus especies suelen estar asociadas a la selva alta perennifolia y
la selva mediana subperennifolia (Llorente-Bousquets, 1984). Las larvas de todas las
especies del complejo E. jethys estdn asociadas a plantas del género /nga para su
alimentacion. Estas plantas también se utilizan para la oviposicidon. Los adultos, obtienen

alimento de otras plantas de la familia de las compuestas (Llorente-Bousquets, 1984).

La especie mas variable tanto geografica como morfolégicamente (patrones de
pigmentacion alar) es E. mazai. Las poblaciones del Pacifico (E. m. diazi) son menos
variables y menos melanicas, probablemente debido a que es una vertiente mas seca en

comparacién con la del Golfo (Llorente-Bousquets, 1984).

Llorente-Bousquets (1984) describié a E. mazai como la especie con mas
posibilidades de colonizacion y esperaba un minimo de flujo génico entre estas poblaciones
con las de la otra vertiente, pensando en la posibilidad de que algunos ejemplares tuvieran
la capacidad de atravesar la barrera del Iltsmo de Tehuantepec. Por otro lado, Hernandez y

colaboradores (2008), mencionan que E. m. diazi es de habitos mas exclusivos a una sola
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localidad en un estudio en Malinalco, estado de México, (lo que puede ser evidencia de
poca capacidad de vuelo para volar largas distancias) en donde, de 12 localidades
muestreadas E. m. diazi fue exclusiva de una sola localidad. Enantia m. diazi se distribuye
en varios puntos de la vertiente del Pacifico en México (Figura 7), sin embargo, con base
en lo reportado por Hernandez y colaboradores (2008), el intercambio de este taxén entre

localidades parece ser muy poco frecuente.

3.3 Estudios poblacionales del complejo Enantia jethys a través de las aloenzimas

Debido a sus habitos alimenticios estrechamente ligados a Inga spp y a que son mariposas
con poca capacidad de vuelo para atravesar grandes distancias (Llorente-Bousquets, 1984),
las especies del complejo E. jethys se pueden considerar con poca vajilidad. Lo anterior
podria tener impacto en la estructura de las poblaciones de éstas mariposas; por ejemplo,
los machos de las especies de este complejo muestran un comportamiento territorial, lo

que de acuerdo con Castafieda (1996), puede causar diferenciacion entre subpoblaciones.

Castafieda (1996), investigd la estructura y variacién genética del complejo E. jethys
a través del uso de aloenzimas. Sus resultados respaldaron la propuesta de Llorente-
Bousquets (1984), de que el complejo estd compuesto por E. albania, E. jethys y las
subespecies E. m. mazaiy E. m. diazi. Sin embargo, las preguntas persistieron debido a que
E. m. mazaiy E. m. diazi reflejaron estructura genética alta (Fst = 0.132). También, a través
de un andlisis UPGMA con datos de distancia genética (en un rango de 0.191 a .466), las

poblaciones del Pacifico y del Golfo se separaron en dos grupos distintos.
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3.4 El complejo Enantia jethys a través del codigo de barras

Para conocer por cuantas especies estd compuesto el complejo E. jethys, Jasso-Martinez
(2014) y Jasso-Martinez et al. (2016) estudiaron al grupo a través del marcador molecular
de la Citocromo C Oxidasa | (COI). Con base en la evidencia encontrado en los trabajos
mencionados, se reportd que el complejo E. jethys estd compuesto por las especies E.
albania, E. jethys 'y E. mazaiy E. sp nov, esta Ultima con la morfologia previamente descrita

para la especie E. albania, lo que posiblemente corresponde a una especie criptica en el

grupo.

Este nuevo taxdn en el complejo se recuperd como grupo hermano de E. mazai y
cuenta con una distancia genética superior a 3% respecto a todas las otras especies en el
grupo. En cuanto a E. mazai, no se encontrd evidencia que apoyara la hipdtesis de la
existencia de las dos subespecies, ya que se recuperd a E. m. mazaiy E. m. diazi como un

solo grupo.

Estos resultados dejaron abierta la pregunta sobre la naturaleza de E. m. mazai vy E.
m. diaziy abrieron algunas otras interrogantes tales como ¢ Existe una especie no reportada

y criptica en el complejo jethys? éHay hibridacion en el grupo?

4. Hibridacién en poblaciones naturales

Se considera como hibridos a aquellos individuos producto de poblaciones genéticamente
distintas con combinaciones alélicas nuevas (Harrison, 1990; Harrison, 1993; Rhymer &
Simberloff, 1996; Roman & Darling, 2007). Los individuos de las poblaciones no hibridas
gue dan origen a los hibridos, deben ser distinguibles con base en al menos un caracter
heredable independientemente de su estatus taxondmico (Harrison, 1990; Gonzalez, 2007;

Harrison & Larson, 2014)
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La hibridacion puede ser mas facilmente detectada cuando poblaciones que
originalmente se encontraban separadas geograficamente, vuelven a tener un segundo
contacto (Mallet, 2005). Las poblaciones naturales donde haya individuos consecuencia de
eventos de hibridacién, asi como individuos de ambas formas progenitoras, se conoce

como zona hibrida (Arnold, 1997).

Un efecto de la hibridacién es la introgresion (hibridacion introgresiva), esto es el
flujo de genes interespecificos luego de eventos de hibridacién y retrocruzamiento (Rhymer
& Simberloff, 1996). Se incorporan alelos de una entidad (especie) a otra diferente
(Anderson & Hubricht, 1938; Anderson, 1949). Existen estudios que han mostrado que
varias especies de animales estrechamente relacionadas comparten una historia de

hibridacién introgresiva (Good et al., 2008).

La hibridacién es relativamente comun en varios grupos bioldgicos, principalmente
en plantas (Mallet, 2005), aungue también hay varios casos conocidos en animales (Mallet,
2005; Gonzalez, 2007). En los insectos, la hibridacion ha sido investigada en algunos
ordenes como Orthoptera (Kohlmann & Shaw, 1991; Orr, 1996), Hymenoptera (Shoemaker
et al., 1996) y Lepidoptera (Cianchi et al., 2003; Hundsdoerfer, 2005; Rougerie et al., 2012;
Arias et al., 2014).

En Lepidoptera, de acuerdo con Sperling (1990) y Cianchi y colaboradores (2003), la
hibridacién en el género Papilio es relativamente comun. Este fendmeno también ha sido
ampliamente estudiado en lepiddpteros del género Heliconius (lista no exhaustiva: Jiggins

et al., 1996; Kronforst et al., 2006; Mallet et al., 2007; Arias et al., 2014).

La hibridacién no necesariamente conduce a la introgresién (Kronforst et al., 2006).
En mariposas del género Heliconius se ha reportado selecciéon en contra de los hibridos
(Mallet & Barton 1989; Mallet 1993). Esto coincide con lo reportado por Arnold et al.,

(1999), que en las poblaciones naturales la hibridacion puede no tener un efecto en la
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historia evolutiva de las especies y de los hibridos, debido a que éstos tienen pocas

probabilidades de producir genotipos con un fitness alto.

Se han documentado casos de completa sustitucion de genomas de un taxén a otro
con una historia de hibridacién, como por ejemplo en genomas citoplasmaticos (Gonzalez,
2007), lo que se conoce como captura citoplasmdtica (Rieseberg & Soltis, 1991; Rieseberg
et al., 1996). Este fendmeno también ocurre en animales con el genoma mitocondrial, lo

gue a su vez de conoce como captura mitocondrial (Good et al., 2008; Bryson et al., 2014).

De acuerdo con Harrison y Larson (2014), los limites entre especies en simpatria son
semipermeables (permitiendo el flujo génico), y pueden no ser uniformes en espacio,
tiempo o a través del genoma, lo que potencialmente puede facilitar la hibridacion e

introgresion.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar los niveles de variacion y diferenciacion genética a nivel intra e interespecifico de
las especies del complejo Enantia jethys provenientes de poblaciones en simpatria a través

de ISSR’s.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conocer la diversidad genética a nivel intra e interespecifico de las especies del
complejo E. jethys provenientes de sitios donde las especies de este complejo

conviven en simpatria a través de los marcadores ISSRs.

- Conocer los niveles de diferenciacion genética y flujo génico entre las especies del

complejo E. jethys y entre las localidades muestreadas.

- Evaluar los niveles de hibridacién entre las especies del complejo E. jethys a través

de los ISSRs.
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MATERIAL Y METODOS



1. Recolecta de especimenes

Se recolectaron un total de 355 ejemplares de las especies del complejo E. jethys (Tabla 3).
Enantia jethys, E. albania y E. m. mazai se encuentran en simpatria en los tres sitios de
recolecta de Veracruz, en tanto que E. m. diazi se encuentra en la vertiente del Pacifico en

el estado de Oaxaca (Tabla 3, Figura 10).

Tabla 3. Localidades de recolecta de ejemplares de las especies del complejo jethys. Abr. = abreviacién del
nombre de las localidades, CG = Coordenadas Geograficas, nc = ejemplares colectados, na = ejemplares
analizados. Los cuatro ejemplares faltantes no tuvieron éxito en la PCR. Las coordenadas se muestran en

formato decimal.

Especies
Estado Localidad Abr. cG Altitud

i E.m. E. m. diazi
(msnm)  E. albania E. jethys _
mazai

nc na nc na nc na nc na

Veracruz  Colonia Alvaro Obregén CAO 19.41, -96.97 1196 33 33 36 36 41 40 - -

Camino Cascada Texolo CCT 19.41, -96.99 1257 15 15 37 37 51 50 - -

Finca Mariposa FM 19.38, -96.99 1233 27 27 50 50 37 36 - -

Puebla Puebla PUEB  20.25,-97.89 840 1 1 0 0 14 14 - -
Oaxaca Oaxaca OAX 15.89, -96.37 800 - - - - - - 13 12
Total [nc = 355, na = 351] 76 76 123 123 143 140 13 12

En el campo, a cada ejemplar -de los recolectados en Veracruz- se le retird el
abdomen y se conservaron en alcohol absoluto a temperatura ambiente durante los 4 dias
de recolecta, posteriormente se les almacend a 4°C. Los abdémenes de los ejemplares de
Puebla y Oaxaca se recolectaron de individuos previamente montados en cajas

entomoldgicas (recolectados en 2014) y se reservaron también en alcohol absoluto a 4°C.

Todos los ejemplares estan depositados en la Coleccidon del Museo de Zoologia de la
Facultad de Ciencias, UNAM (MZFC-UNAM). La identificacién morfoldgica de los ejemplares

se realizé con base en sus patrones de coloracion alar.
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Figura 10. Sitios de muestreo de los ejemplares del complejo E. jethys. Tres sitios en Veracruz, uno Pueblay

uno de Oaxaca.
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2. Extraccion de DNA

Para todos los individuos, el DNA fue extraido de aproximadamente la tercera parte del

abdomen, especificamente de la parte anterior, que se une directamente al térax.

Previo a la extraccion de DNA, cada muestra fue rehidratada en agua ddH,0
durante una hora. En la extraccion de DNA se utilizé un kit comercial “Wizard® Genomic
DNA Purification Kit” de PROMEGA vy la extraccién se hizo con base en el protocolo para
extraccion de tejidos animales del fabricante. La integridad del DNA se visualizd a través de
electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucion buffer TAE 1X. Las electroforesis
corrieron por 30 minutos a 150 V (Figura 11). Las muestras de DNA extraido fueron

almacenadas a -20°C para su posterior uso en la amplificacién.

-yt -

1500 pdb

Figura 11. Visualizacién de la integridad del DNA extraido. Resaltadas en recuadros amarillos se observan las
muestras positivas y en recuadros rojos las muestras negativas. Para las muestras negativas se repitio el
proceso de extraccién y aproximadamente el 90% de ellas resultaron positivas la segunda vez de aplicar el

método.
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3. Amplificacién por PCR de los marcadores ISSR

Se probaron 24 marcadores ISSR de los cuales fueron seleccionados dos para este estudio
(Tabla 4). Para dicha seleccion se tomaron en cuenta caracteristicas tales como numero y
resolucion de bandas, polimorfismo alto y patrones de bandeo caracteristicos y diferentes

entre especies (Figuras 12 y 13).

Tabla 4. Marcadores ISSR utilizados en el presente estudio. % de GC = Porcentaje de Guanina y Citosina. Tm =

temperatura de fusién, Ta = Temperatura de alineamiento. En el caso de marcador (AG)gY,Y=Co T.

Marcador (5' -> 3’) % de GC Tm (°C) Ta (°C)
(GA)sC 52.9 56 54
(AG)sY 50 57.6 56

Figura 12. Patrones de bandeo con el marcador (GA)sC. Ay E = E. m. diazi, By F = E. m. mazai, Cy G = E.
jethys, Dy H = E. albania. En circulos amarillos se sefialan los patrones de bandeo mas caracteristicos de cada

especie.
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Figura 13. Patrones de bandeo con el marcador (AG)sY. Ay E = E. m. diazi, By F = E. m. mazai, Cy G = E.
jethys, Dy H = E. albania. En circulos amarillos se sefialan los patrones de bandeo mas caracteristicos de cada

especie.

La amplificacion por PCR se realizd con un volumen de reaccion de 15 pul [8.9 ul de
ddH,0, 1.5 pl de Buffer (Promega), 0.3 ul de dNTPs (Promega), 0.25 pl de GoTaq® Flexi
DNA Polymerase, 1.8 ul de MgCl2 (Promega), 2 ul de DNA y 0.3 ul del marcador especifico
(Integrated DNA Technologies®)].

La PCR se llevd a cabo en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) de
acuerdo al siguiente ciclo: desnaturalizacion inicial 94°C por 4 min, seguidos de 39 ciclos
constituidos por: desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, temperatura de alineamiento
de 54°C a 56°C dependiendo del marcador utilizado (Tabla 4), temperatura de extensién de

72°C por 2 minutos y finalmente una extension final a 72°C durante 10 min.

Los productos amplificados se separaron por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 2% en solucién Buffer TAE 1X (Promega). Para observar la longitud de los
fragmentos separados se utilizd un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega). La

migracion en los geles se realizé en celdas horizontales de electroforesis (Sub Cell™ Bio-
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Rad) a un voltaje constante de 110 V durante 2 horas. Cada pozo en el gel fue llenado con
1.5 ul de DNA amplificado, 1.5 pl de ddH,0 y 0.8 pl de colorante (Gel Red™ — Quimica
Valaner). Finalmente, cada gel fue visualizado y digitalizado usando el sistema de

PhotoDoc-it UVP®

4. Lectura de bandas y construccidon de matrices de datos (ISSR’s)

La lectura de las bandas de cada uno de los dos marcadores moleculares utilizados se
realizé de forma manual. Se realizé una matriz binaria con base en la presencia (1) y
ausencia (0) de las bandas observadas en los individuos, donde cada banda representa un

locus diferente.

Los nombres de las etiquetas de cada ejemplar aportan la siguiente informacion:
numero de muestra, sexo y localidad de la que proviene. Ejemplos: 1) 45MCAQO = #45,

Macho, localidad CAO (Veracruz). 2) 125HCCT = #125, Hembra, localidad CCT (Veracruz).

5. Analisis de datos ISSR
5.1 Medidas de diversidad genética
Para conocer la diversidad genética en el complejo E. jethys tanto interespecificamente
como entre las localidades se estimo el nimero de bandas totales (Bt), bandas polimorficas
(Bp) y bandas privadas (Bpryy), asi como el porcentaje de polimorfismo (P). Se trabajé bajo el
supuesto del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para la estimacion de la heterocigosis
total (Ht), la heretocigosis esperada (He) v la diversidad genética de Nei (h). Lo anterior se
calculd con el programa PopGen 1.32 (Yeh et al,, 1999) y en GeneAlex 6.5 (Peakall y
Smouse, 2006). Se realizaron analisis de coordenadas principales (PCoA) en GeneAlex 6.5
(Peakall y Smouse, 2006) para observar el arreglo bidimensional de los individuos de

acuerdo a la informacién genética que aportan los ISSRs.
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5.2 Medidas de diferenciaciéon genética
Mediante el coeficiente de diferenciacion Gst (Nei, 1973) se estimé el nivel de
diferenciacion genética entre especies y entre localidades a través del software Popgene
1.32 (Yeh et al., 1999). Se estimaron los niveles de flujo génico (Nm) entre especies, asi
también se hizo entre todas las localidades en Popgene 1.32 (Yeh et al., 1999). Asi mismo,
para saber si existe diferenciacion genética a nivel de especies y de localidades se realizd un

analisis de varianza molecular (AMOVA; P <0.05) en GeneAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006).

5.3 Structure
Para los mismos datos, se implementd un modelo de agrupamiento bayesiano en Structure
2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007). Al implementar este tipo de andlisis de
puede inferir un nimero optimo de agrupaciones (K) (Pritchard et al.,, 2000). En este
trabajo se investigd el valor del K éptimo desde 1 hasta 5 con corridas independientes con
un maximo de 100000 pasos de burnin y 100000 pasos de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC). Se utilizo el modelo de ancestria “No Admixture Model” el cual considera a cada
individuo como miembro discreto de su propio grupo K a diferencia del “Admixture Model”
el cual considera que cada individuo contiene una fraccion del genoma de los diferentes

grupos K.

5.4 Aislamiento por distancia
Se realizé un andlisis de aislamiento por distancia para observar la relacién entre el flujo
génico entre pares de localidades con la distancia geografica aplicando una regresion de
Logio Nm (flujo génico) vs Logig km (distancia geografica en km entre pares de localidades
por especie) (Slatkin, 1993). Para comparar la matriz de distancia genética con la matriz de
distancia geografica se realizd una prueba de Mantel (Mantel, 1967; P < 0.05) con 9999

repeticiones aleatorias en el programa GeneAlex 6.501 (Peakall y Smouse, 2006).
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RESULTADOS



1 Diversidad genética en el complejo E. jethys

Del total de ejemplares recolectados (355), 351 amplificaron exitosamente para los
marcadores ISSR utilizados, teniendo un porcentaje de éxito del 98.87%. Cada uno de los
dos marcadores utilizados mostré 33 bandas teniendo en total 66 bandas (loci) analizables.
El marcador (AG)gY fue el que mostré patrones de bandeo mas caracteristicos entre
especies. A nivel de especie, E. albania cuenta con una banda privada mientras que E.

jethys tiene dos (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros de diversidad genética en las especies del complejo jethys. N = nimero de individuos, Bt

= bandas totales en cada especie, B, = nimero de bandas polimdrficas y Bpgy = bandas privadas.

Especie N Br Bp Bpriv
E. albania 76 64 64 1
E. jethys 123 63 63 2
E. m. mazai 140 61 61 0
E. m. diazi 12 42 40 0

En cuanto a otros pardmetros de diversidad, tales como el porcentaje de
polimorfismo, a nivel de especie sin hacer distincion de las localidades, se obtuvieron
niveles superiores al 95 % para E. albania y E. jethys (Tabla 6). El valor de heterocigosis
esperada (He) a nivel de especies fue en promedio de 0.188 (+ 0.009 DS) (Tabla 6). Por
ultimo, el valor promedio del indice de diversidad genética de Nei (h) fue de 0.2052 (+ 0.11
D.S) (Tabla 6). La prueba de ANOVA nos indica que los valores de He entre las tres
especies (E. albania, E. jethys y E. mazai) presentan una diferencia significativa (ANOVA: F =
13.86, DF = 2, P = .000). La prueba de comparaciones multiples (Newmans-Keuls) indica

gue los tres valores se diferencian uno de los otros.
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Tabla 6. Parametros de diversidad genética en las especies del complejo jethys tomando en cuenta todas las

localidades. % de P = Porcentaje de polimorfismo, Hy = heterocigosis total, H, = heterocigosis esperada y h =

diversidad genética de Nei.

Especie % de P He h
E. albania 96.97  0.195 (+0.016) 0.1949 (+ 0.13)
E. jethys 95.45 0.254 (£ 0.017) 0.2540 (+ 0.14)
E. m. mazai 92.42 0.136 (£ 0.014) 0.1362 (+0.11)
E. m. diazi 60.61 0.169 ( 0.022) 0.1688 (+ 0.17)
Promedio 86.36 (+ 8.64) 0.188 (+ 0.009) 0.2052 (+ 0.11)
Hr 0.2110 (+ 0.0172)

También se calcularon parametros de diversidad genética en cada una de las

localidades por cada una de las especies del complejo jethys (Tabla 7-9). Enantia jethys es

la especie que en todos los casos cuenta con los valores mas altos en la medicién de los

parametros de diversidad (Tabla 8), mientras que E. m. mazai cuenta con los valores de

diversidad genética mas bajos (Tabla 9).

Tabla 7. Parametros de diversidad genética de Enantia albania en cada una de las localidades. PUEBLA no se

contempld porque en esta localidad, esta morfoespecie esta solo representada por un solo individuo. % de P

= Porcentaje de polimorfismo, Hy = heterocigosis total, He = heterocigosis esperada y h = diversidad genética

de Nei. CAO = Colonia Alvaro Obregén, CCT = Camino Cascada Texolo, FM = Finca Mariposa

Enantia albania % de P He h

VERACRUZ CAO 90.63 0.199 (+ 0.019) 0.1988 (£ 0.1529)
CCT 90.63 0.203 (+0.017) 0.2029 (£ 0.1333)
FM 95.31 0.188 (+0.016) 0.1876 (£ 0.1316)
Promedio 92.19 (+ 1.56) 0.196 (+ 0.010)  0.2014 (+0.1301)
Hr 0.2022 (+ 0.0163)
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Tabla 8. Pardmetros de diversidad genética de Enantia jethys en cada una de las localidades. % de P =

Porcentaje de polimorfismo, Hr = heterocigosis total, He = heterocigosis esperada y h = diversidad genética de

Nei. CAO = Colonia Alvaro Obregdn, CCT = Camino Cascada Texolo, FM = Finca Mariposa

Enantia jethys %deP He h

VERACRUZ CAO 98.41 0.253 (+0.018) 0.2414 (+ 0.1465)
cCT 98.41 0.280 (+0.018) 0.2674 (+ 0.1488)
M 95.24 0.253 (£0.018) 0.2415 (+ 0.1460)
Promedio 97.35 (+ 1.06) 0.262 (+0.010)  0.2556 (+ 0.1409)
Hy 0.2563 (+ 0.0198)

Tabla 9. Pardmetros de diversidad genética de Enantia m. mazai en cada una de las localidades. % de P =

Porcentaje de polimorfismo, Hy = heterocigosis total, H. = heterocigosis esperada y h = diversidad genética de

Nei. CAO = Colonia Alvaro Obregdn, CCT = Camino Cascada Texolo, FM = Finca Mariposa

Enantia m. mazai % de P He h

VERACRUZ CAO 91.80 0.153 (£ 0.014) 0.1410 (+0.1128)
CCT 95.08 0.129 (+0.013) 0.1190 (£ 0.1017)
FM 83.61 0.140 (£ 0.017) 0.1293 (£ 0.1299)
PUEBLA 65.57 0.179 (£ 0.023) 0.1657 (£ 0.1776)
Promedio 84.02 (+ 6.60) 0.150 (+ 0.009) 0.1383 (+ 0.1143)
Hr 0.1466 (+ 0.0161)
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2 Organizacién de los individuos en un espacio bidimensional (PCoA) de acuerdo a la

informacidn genética aportada por los ISSRs

A continuacién se muestran los analisis de coordenadas principales (PCoA) a nivel de
especie (Figura 14). Este tipo de analisis permiten apreciar la organizacién de los individuos

es un espacio bidimensional de acuerdo a la informacion genética aportada por los ISSR’s.

De manera general, se puede observar que los individuos de la misma especie se
agrupan con ellos mismos (Figura 14) por lo que tenemos tres grupos diferenciados (azul,
rojo y verde en la figura 14). Al mismo tiempo tenemos una zona de sobrelapamiento en el
centro. Si observamos la misma figura, la mayoria de los representantes de E. m. diazi
(cruces verdes) se encuentran mas cercanos a E. albania (rombos azules) y al mismo

tiempo, cercanos hacia la zona de sobrelapamiento de todas las especies.

Especies en el complejo jethys (PCoA)

# E. albania

ME. jethys

Coord. 2

E. mazai

» E. mazai diazi

Coord. 1

Figura 14. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) a nivel de especie. Rombos azules = E. albania, cuadros
rojos = E. jethys, tridngulos verdes = £. m. mazai y cruces verdes = E. m. diazi. El 4rea rodeada por el circulo

corresponde a la zona de sobrelapamiento en el analisis.
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3. Estructura genética, flujo génico (Nm), aislamiento por distancia y resultados de

Structure

El valor de Gst a nivel interespecifico sin hacer distincion entre localidades fue de 0.1070
(Tabla 10), lo que reveld diferenciacién genética. Estos resultados coinciden con los que se
obtuvieron en los andlisis PCoA. Respecto al flujo génico, se encontré que entre las
especies el flujo de genes es de 4.1746 lo cual tiene sentido si se compara con los valores

de Gst obtenidos.

Tabla 10. Comparaciones pareadas de flujo génico (Nm) (sobre la diagonal) y valores de Gsr (bajo la diagonal)
entre las especies del complejo jethys. Los valores totales se calcularon tomando en cuenta a todas las

especies en conjunto.

E. albania E. jethys E. m. mazai E. m. diazi
E. albania - 11.0953 14.6045 4.1479
E. jethys 0.0431 - 9.4226 4.7449
E. m. mazai 0.0331 0.0504 - 3.8195
E. m. diazi 0.1076 0.0953 0.1158 -
Nm Total 4.1746
Gst Total 0.1070

A nivel de especies, la prueba AMOVA mostré estructura genética significativa. Los
individuos dentro de cada especie fueron la fuente principal de variabilidad (88%, df = 347,
P =0.001), por otro lado, el 12% restante de la variabilidad proviene de entre las especies

(df =3, P=0.001).

Se calcularon las distancias geograficas entre localidades (Tabla 11) y también la Nm
y la Gst de cada especie distinguiendo entre localidades (Tablas 12 - 14). En E. jethys se
encontraron los niveles mas bajos de diferenciacion poblacional y los valores de flujo
génico (Nm) mas altos (Tabla 13). Por otro lado, E. m. mazai cuenta con el valor de

diferenciacion mas alto (Tabla 14).
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Tabla 11. Distancia geografica lineal entre pares de localidades (Km).

Par de localidades

Distancia (km)

CAO - CCT

CCT-FM

FM — CAO

CCT - PUEB

CAO - PUEB

FM — PUEB

FM - OAX

CAO — OAX

CCT — OAX

PUEB - OAX

2.3

2.7

3.8

133.8

132.2

134.3

385.6

386.8

387.4

509.6

Tabla 12. Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

localidades de la especie Enantia albania. Los valores totales se calcularon tomando en cuenta a todas las

localidades de esta especie en conjunto.

Enantia albania CAO CCT FM
VERACRUZ CAO - 19.0570 19.3530
CCT 0.0256 - 36.6953
FM 0.0252 0.0134 -
Nm Total 17.1022
Gsr Total 0.0284
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Tabla 13. Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

localidades de la especie Enantia jethys. Los valores totales se calcularon tomando en cuenta a todas las

localidades de esta especie en conjunto.

Enantia jethys CAO CCT FM
VERACRUZ CAO - 36.9400 17.4237
CcCcT 0.0134 - 34.9124
FM 0.0279 0.0141 -
Nm Total 20.0737
Gsy Total 0.0243

Tabla 14. Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

localidades de Enantia m. mazai. Los valores totales se calcularon tomando en cuenta a todas las localidades

de esta especie en conjunto.

Enantia m. mazai CAO CcCcT FM PUEBLA
VERACRUZ CAO - 41.9240 18.2239 9.7195

ccr 0.0118 - 20.4534 7.9341

FM 0.0267 0.0239 - 11.8310

PUEBLA 0.0489 0.0593 0.0405 -

Nm Total 8.8412

Ggr Total 0.0535

Se calcularon también Nm y Gst a nivel de localidades donde las especies del

complejo conviven en simpatria (localidades veracruzanas). En CCTy FM E. m. mazai y E.

albania presentan mayor flujo génico, por otro lado, en CAO existe mayor flujo de genes

entre £. m. mazaiy E. jethys. En cuanto a Gsr, se halléd mayor diferenciacion entre E. jethysy
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E. m. mazai en las localidades CCT y FM, mientras que en CAO la mayor diferenciacion se

observa entre E. albania y E. jethys (Tablas 15— 17).

Tabla 15. Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

especies del sitio de Veracruz CAO.

CAO E. albania E. jethys E. m. mazai
E. albania - 6.9286 8.3000
E. jethys 0.0673 - 10.1938
E. m. mazai 0.0568 0.0468 -

Nm Total 6.1454
Gsr Total 0.0752

Tabla 16. Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

especies del sitio de Veracruz CCT.

Ccct E. albania E. jethys E. m. mazai
E. albania - 9.0026 11.7083
E. jethys 0.0526 - 5.7035

E. m. mazai 0.0410 0.0806 -

Nm Total 5.9802
Ggr Total 0.0772
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Tabla 17 Valores de flujo génico (Nm) sobre la diagonal y valores de Gsr (bajo la diagonal) entre pares de

especies del sitio de Veracruz FM.

FM E. albania E. jethys E. m. mazai
E. albania - 8.4249 9.1061

E. jethys 0.0560 - 6.0162
E. m. mazai 0.0521 0.0767 -

Nm Total 5.6760
G Total 0.0810

En cuanto a los analisis de aislamiento por distancia, se puede observar que en E.
albania y E. jethys a menor distancia geografica hay mayor flujo de genes y a mayor
distancia menor flujo de genes (Figuras 15 - 17). En estas dos especies, la prueba de Mantel
reveld ligera relacidén negativa y significativa entre la distancia geografica y el nivel de flujo
génico: = 0.009, P =0.001y = 0.010, P = 0.0001 respectivamente. En el caso de E. m.

mazai, la correlacion es mas sutil, y ésta no es significativa (r* = 0.003, P = 0.209).

1.8

1.6 '

1.4

1.2

1
LoglONm y=-0.268x+1.499

0.8 r =0.009, P = 0.001

0.6

0.4

0.2

0 T T T LOglOK T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Figura 15. Andlisis de asilamiento por distancia. K = distancia entre pares de poblaciones de E. albania.

Poblaciones: CAO, CCT y FM.
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y=-1.581x+2.174

0.8

r’=0.010, P = 0.0001

0.6

0.4

0.2

0 .
0 0.1

0.2

0.3

0.4
LoglOK
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Figura 16. Analisis de asilamiento por distancia. K = distancia entre pares de poblaciones de E. jethys.

Poblaciones: CAO, CCT y FM.

1.8

1.6 $

1.4

y=-0.253x+1.52

r’ =0.003, P=0.209

1.2

*

LoglONm 1

_6
*

0.8

0.6

0.4

0.2

Logl0K

1.5

2.5

Figura 17. Analisis de asilamiento por distancia. K = distancia entre pares de poblaciones de £. m. mazai.

Poblaciones: CAO, CCT, FM y PUEBLA.
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Utilizando los ISSR’s y un acercamiento bayesiano en el software Structure 2.3.4
(Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007) se definié el nimero éptimo de grupos (K) que
existen en el sistema de estudio. El analisis mostré que K = 3 se ajustd mejor al conjunto de
datos sugiriendo que existen tres componentes genéticos y que dichos componentes
genéticos coinciden con las morfoespecies analizadas. La representaciéon grafica obtenida
(Figura 18) representa cada nuevo grupo (K) por un color, donde el color azul corresponde
a la morfoespecie E. albania y E. m. diazi, el verde a la morfoespecie E. jethys y el rojo a la

morfologia de E. m. mazai.

Teniendo en cuenta que cada barra en el grafico (Figura 18) corresponde a un
individuo, con este andlisis podemos saber si el perfil genético de cada individuo
corresponde en su totalidad a un mismo grupo K (si la barra completa es de un mismo
color), o bien si tiene componentes genéticos de mas de un grupo (si la barra se ve de dos o
mas colores). Ejemplos de individuos con mas de un componente genético son sefialados
en la Figura 18 con flechas. La flecha a la derecha (=) indica un individuo con mas de un
componente genético en una proporcién mayor o igual (=) al 10 %. Por otro lado, el
individuo sefialado con una flecha hacia la izquierda (&) indica un individuo con un
componente genético que no corresponde a su morfoespecie. A estos dos tipos de

individuos se les considerd como “individuos con mas de una ancestria”.

100% = =
: | 1 I

B0%

0%

0%

50%

a0

3%

0%

1% *

(1%

3 4

1 2

Figura 18. Grafico de agrupamiento obtenido a través de un modelo bayesiano implementado en STRUCTURE con K = 3.

Z

Los grupos K corresponden a los colores azul, verde y rojo. Los nimero en el gréfico (del 1 al 4 en linea horizontal)
corresponden a: 1 = E. albania, 2 = E. jethys, 3 = E. m. mazaiy 4 = E. m. diazi. Las flechas indican dos ejemplos puntuales

de individuos “con mas de una ancestria”.
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pe los 351 individuos analizados, 80 (22.79%) mostraron un perfil genético que cuenta con
mds de un color, y 40 (11.4%) mostraron un perfil genético diferente en un 100% del perfil
genético caracteristico de su morfoespecie, esto dando un total de 34.18% de individuos

“con mas de una ancestria”.

4 |Individuos “con mas de una ancestria”

Como se menciond, los individuos representados por mas de un grupo (K) o bien por un
componente genético distinto al que representa a su morfoespecie (Figura 18), se tomaron
en cuenta como “individuos con mas de una ancestria”. Del total de individuos analizados,
E. albania mostré 14.47 % de individuos de este tipo, E. jethys un 31.70% y E. m. mazai 50%
(Figura 19).

Figura 19. Proporcion de individuos “con mas de una ancestria” (azul, verde y rojo mas claros en las graficas)

en cada una de las morfoespecies. Azul = E. albania, verde = E. jethys, rojo = E. m. mazai.

Todos los individuos de E. m. diazi mostraron en su totalidad un componente
genético representativo de E. albania. Estos individuos no se tomaron en cuenta como “con
mas de una ancestria” principalmente por el muestreo, el cual fue bastante menor en
comparacién con las otras especies del complejo jethys, y ademas, es el Unico integrante
del complejo jethys que no tienen una distribucion simpatrida con las otras especies del

grupo. Se necesita mas evidencia para definir el estatus de dichos organismos.
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Se pudieron observar tres tipos de organismos “con mas de una ancestria”: 1) £
albania + E. jethys + E. m. mazai, 2) E. albania + E. jethys, y 3) E. albania + E. m. mazai,
mostrando que todos los individuos que presentan mds de un componente genético,
siempre presentan uno que es representativo de E. albania (Tabla 18). Por otro lado, nunca
se presentaron individuos hibridos con componente genético de E. jethys + E. m. mazai

(Tabla 18).

Tabla 18. Individuos “con mas de una ancestria” encontrados en el complejo jethys. Total de individuos “con
mas de una ancestria” = 120. 1CG, = 1 componente genético diferente a la morfoespecie. 203 CG =203
componentes genéticos. E. @ = componente genético total de E. albania, E. j = componente genético total de
E. jethys, E. m = componente genético total de E. m. mazai. AxJ = E. albania + E. jethys, AXM = E. albania + E.

m. mazai, JXM = E. jethys + E. m. mazai, AxXIXM = E. albania + E. jethys + E. m. mazai.

E. albania (n = 11) E. jethys (n = 40) E. mazai (n = 69)

1CG 203CG 1CG 203CG 1CG 203CG

Ej Em Ax) AxM IxM AxIxM Ea Em Ax AxM xMm AxIxM E.a Ej Axl AxM IxM AxIxM

- - 2 - - - 7 2 - 10 - 5 5 -
o L -7 - 313 -
M -1 2 2 - -4 - 191 - - s 2 - 8 -
PUE B B 1 B R R - R R - - - 7 - 1 3 -
Toal 4y, 5 3 . - 6 - 30 3 - - 29 2 9 29 -

Se observa (Tabla 19) que la presencia de los individuos “con mas de una ancestria”
en la especie E. albania no tiene efecto sobre la diversidad de la misma. Esto se infiere
debido a que el valor de h del total respecto a los individuos “con una ancestria” no
cambia: la diferencia de h entre individuos con una ancestria y con mas de una ancestria no
arroj6 diferencias significativas al realizar la prueba ANOVA. En E. jethys se encontré una

ligera pero significativa disminucion del valor de h en los individuos “con mas de una
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ancestria”. En E. m. mazai se puede observar un importante y significativo aumento del

valor de h en los individuos “con mas de una ancestria”.

»ou

Tabla 19. Medidas de diversidad de individuos “con una ancestria”, “con mas de una ancestria” y el conjunto
de estos (total) para las tres especies en el complejo jethys. BT = bandas totales, BR = bandas raras. %P =

porcentaje de polimorfismo y h = diversidad genética de Nei. Resultados de la prueba ANOVA=nsy s.

E. albania E. jethys E. mazai

+1 1 +1 1 +1

Total | 1 ancestria ancestria Total | ancestria | ancestria Total | ancestria ancestria

n=76 n=63 n=13 n=123 n=93 n=30 n =140 n=66 n=74

BT 64 62 55 63 63 59 61 42 61

BR 6 5 0 3 3 4 14 16 8

%P 97 94 83 95 95 89 92 64 92
h 0.207 +

45D 0.193+0.13 | 0.185+0.13 0.263+0.14 0.15 0.071+0.01| 0.188+0.14

0.195+0.13 No significativo (ns) 0.254+0.14 Significativo (s) 0.136+0.11 Significativo (s)

Se verificéd la congruencia de la identificacion morfoldgica respecto a los patrones
de bandeo de los ISSR’s y a los agrupamientos en el PCoA tanto de individuos considerados
“con una ancestria” como “con mas de una ancestria”. Se encontraron algunas
incongruencias, es decir, individuos que de acuerdo a la morfologia corresponden a una
especie y ésta no precisamente corresponde con su identificacién a través de estos

marcadores moleculares (Tabla 20).
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Tabla 20. Revision de incongruencia en la identificacion de especies. ZS = Zona de Sobrelapamiento en el

PCoA.

Muestra Identificacién ~ Patrones de Posicién en
morfoldgica bandeo de PCoA
ISSR’s
Conmasde 45MCAO E. jethys E.m. mazai 7S
una ancestria
67MCAO E. m. mazai  E. jethys E. jethys
74HCAO E. jethys E.m. mazai E. m. mazai
102MCAO E. m. mazai  E. jethys E. jethys
133MCCT E.m. mazai  E. jethys E. jethys
140MCCT E. m. mazai  E. jethys SZ
156MCCT E. jethys E.m. mazai  E. jethys
220MFM E. albania E.m. mazai  E. m. mazai
330MUZ E.m. mazai E. jethys E. jethys
336MZA1 E.m. mazai  E. jethys A
340MZA2 E.m. mazai E. jethys E. jethys
Con una 3MCAO E. albania E. jethys E. albania
ancestria
65MCAO E. m. mazai  E. jethys ZS
69MCAO E.m. mazai  E. jethys ZS
103MCAO E.m. mazai  E. jethys ZS
117MCCT E. albania E.m. mazai  E. m. mazai
118MCCT E. albania E. jethys E. jethys
119MCCT E. albania E.m. mazai  E. albania
129MCCT E.m. mazai  E. albania E. albania
141MCCT E.m. mazai  E. albania ZS
227HFM E. albania E.m. mazai E. m. mazai
230HFM E. albania E. mazai ZS
276MFM E.m. mazai  E. jethys E. jethys
300HFM E.m. mazai  E. jethys E. jethys
329MAA E. m. mazai  E. jethys ZS
337MZA2 E.m. mazai  E. jethys 7S
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DISCUSION



1 Aspectos generales sobre las especies del complejo Enantia jethys

Estudios previos sobre el complejo E. jethys con base en caracteres morfoldgicos vy
moleculares de aloenzimas, apoyaron la existencia de las especies E. albania, E. jethysy las
subespecies E. m. mazai y E. m. diazi (Llorente-Bousquets, 1984; Castafieda, 1996). Los
estudios del complejo E. jethys usando COI (Citoctomo C Oxidasa |; marcador molecular
mitocondrial) (Jasso-Martinez, 2014; Jasso-Martinez et al., 2016) por otra parte, no
encontraron evidencias apoyando la hipdtesis de las dos subespecies, por lo que se
concluyé que el complejo E. jethys se conforma por tres especies previamente descritas: E.
albania, E. jethys, y E. mazai. También se identific6 un taxdén adicional como grupo
hermano de E. mazai, E. sp nov, sélo indistinguible morfolégicamente de E. albania,

sugiriendo la existencia de una especie criptica en el grupo.

Aungue existe evidencia que E. m. mazai y E. m. diazi forman parte de un grupo
exclusivo (sensu De Queiroz, 2007) (Jasso-Martinez, 2014; Jasso-Martinez et al., 2016), en
la presente investigacion ambos integrantes del complejo E. jethys se analizaron de manera
independiente debido a que E. m diazi es el Unico miembro del complejo que se encuentra
en alopatria con respecto a las otras especies. Lo anterior es importante tomarlo en
consideracion al estudiar un grupo bajo un enfoque poblacional ya que permite conocer la
estructura poblacional y si existe aislamiento genético de las poblaciones debido al factor

de distancia geografica.

Como se ha mencionado, E. m. mazai y E. m. diazi son un solo linaje evolutivo
(Jasso-Martinez et al., 2014; Jasso-Martinez et al., 2016). De acuerdo a la informacion
aportada por los ISSRs, E. m. diazi tiene una relacion muy estrecha con E. albania
(resultados del analisis de Structure). Jasso-Martinez (2014) reportd una relacién estrecha
entre ambos miembros del complejo jethys al obtener un grupo de organismos
morfolégicamente identificados como E. albania recuperado consistentemente como

grupo hermano de E. mazai. Esta relacién puede ser explicada como resultado de un
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evento de reciente especiacion en el grupo, o bien, por medio de eventos de hibridacion,

mismos que seran desarrollados mas adelante.

2 Variacion genética en las especies del complejo Enantia jethys

La utilizacion de los marcadores moleculares ISSRs para el estudio de la variacion
poblacional es relativamente reciente (Rentaria, 2007). El uso de los ISSRs se ha extendido
poco a poco (Davila et al., 2007) y es reconocido como un método efectivo para la
resolucion de la estructura genética intra e interespecifica (Fang & Roose, 1997; Ge & Sun,
1999; Hundsdoerfer et al., 2005; Luque et al., 2009). Ademas, los ISSRs se han utilizado en
la identificacion de especies de lepidopteros morfolégicamente similares (Luque et al.,
2002). El uso de estos marcadores ha sido mas comun en lepidépteros nocturnos (lista no
exhaustiva: Luque et al., 2002; Roux, et al, 2007; Luque et al., 2009; Radjabi et al, 20012)
que en diurnos (Hundsdoerfer & Wink 2005; Machkour-M'Rabet et al., 2014). por lo que la
presente investigacion es una buena aportacion para conocer estos parametros en

mariposas diurnas.

La amplificacién de los marcadores ISSRs en el complejo jethys fue buena (98.87 %
de éxito), teniendo un total de 66 loci analizables con la utilizacion de dos marcadores.
Machkour-M'Rabet y colaboradores (2014) también reportaron 66 loci analizables en la
mariposa Baronia brevicornis, utilizando tres marcadores. Se ha reportado en mariposas
que el primer (CA)1o produce mayor variabilidad en la amplificacién (Luque et al., 2002).

Este marcador se probd en el complejo jethys, pero la amplificacion no fue exitosa.

En lepidépteros diurnos y nocturnos se han reportado valores globales de
polimorfismo a nivel de especie superiores al 95 % (Roux, et al., 2007; Radjabi et al., 2012;
Machkour-M’'Rabet et al.,, 2014; Chen et al., 2014). Tomando esto como punto de

comparacion, en las especies del complejo jethys se encontraron niveles de polimorfismo
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altos (= 92 %), aunque en E. m. diazi el nivel de polimorfismo fue menor en comparacion
con los otros miembros el complejo. Esto se atribuye al tamafio de muestra (12 individuos)
gue fue muy bajo. Con el fin de equiparar el tamafio de muestra de cada taxon en el
complejo E. jethys, se podria hacer un analisis de rarefaccion, el cual calcula un nimero
esperado de individuos en cada muestra y reduce el tamafio de muestra mayor para
hacerla comparable con las muestras de menor tamafio (Villareal et al, 2006; Kraker-

Castafieda y Cébar-Carranza, 2011).

Los ambientes heterogéneos y el intercambio de genes entre poblaciones
(migracién) probablemente induzcan al mantenimiento de altos niveles de variabilidad
genética (i. e. polimorfismo y heterocigosidad) (Hedrick et al., 1976; Hedrick, 1986; Lopez et
al., 2009). En este sentido, se ha reportado que especies provenientes de poblaciones
abiertas (con migracion) presentan niveles de polimorfismo altos (P = 100%) (Hundsdoerfer
y Wink, 2005) y por otro lado, especies de poblaciones cerradas (sin migracidn) presentan
valores de polimorfismo mds bajos (P < 85%) (Luque et al., 2009; Machkour-M’Rabet et al.,

2014).

De acuerdo con lo anterior, las poblaciones de las especies del complejo E. jethys
podrian considerarse como poblaciones abiertas, aunque se ha reportado que estas
especies tienen capacidad de vuelo limitada (Llorente-Bousquets, 1984). Lo anterior no
permite migraciones entre subpoblaciones lejanas, ademas de ciertos habitos de los
machos, los cuales se muestran territoriales en el lugar de alimentacion (Castafieda, 1996).
El mantenimiento de niveles de polimorfismo y heterocigosidad altos también se han
relacionado a especies con densidad poblacional alta en areas geograficas restringidas, tal
es el caso de la mariposa Baronia brevicornis (Machkour-M'Rabet et al., 2014). Si bien no
se han hecho estudios especificos sobre la abundancia y densidad poblacional en las
especies del complejo E. jethys, se ha observado en el campo que estas especies se
distribuyen densamente en sitios restringidos, donde, en el caso especifico de este trabajo,

se llegaron a recolectar mas de 350 ejemplares de las especies del complejo jethys en el
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mismo sitio. Relacionado con lo anterior, se ha reportado que los lepidopteros
Papilionoideos suelen ser muy abundantes, tal que llegan a constituir la mitad de la
abundancia de especies en algunas areas de México como la Sierra Nevada (Luna-Reyes y

Llorente-Bousquets, 2004).

En cuanto a otras medidas de diversidad genética, tal como la heterocigosidad
esperada (H.), en lepidopteros se han reportado valores de 0.099 a 0.233 (Vijayan et al.,
2006; Machkour-M'Rabet et al., 2014; Palma et al., 2015). Las especies del complejo E.
jethys presentan valores de H, que se pueden considerar altos (de 0.150 a 0.262). Por otro
lado, se han reportado valores de H,. en diferentes poblaciones de la mariposa Baronia
brevicornis de 0.18 a 0.25 (Machkour-M’Rabet et al., 2014), la cual es una mariposa diurna
y con poblaciones cerradas, es decir sin migracién ya que tienen limitada su capacidad de
dispersion. Los valores de H, similares entre ésta especie y los de las especies del complejo

E. jethys también pueden deberse a la densidad poblacional alta.

La diversidad y variacion genética en el complejo E. jethys ha sido estudiada antes
con aloenzimas (Castafieda, 1996). De acuerdo a los datos de dichos marcadores, se
reportaron niveles de polimorfismo bajos en E. jethys (30 — 40%) vy altos en E. m. diazi (75 —
100%). En cuanto a la He, en E. m. diazi se encontraron niveles < 0.367, en E. albania <

0.161, en E. jethys <0.129 y en E. m. mazai <0.157

Estos resultados (Castafieda, 1996) son comparables en especial en la He, con

excepcion en lo obtenido para E. m. diazi, lo que puede ser debido a las siguientes razones:

1) El muestreo, ya que en el estudio del complejo E. jethys con base en aloenzimas
el muestreo para E. m. diazi es mas extenso (108 individuos en 4 localidades), y el muestro
de E. jethys fue mas bajo en cuanto a nimero de individuos (72 individuos con un muestreo
heterogéneo en tres localidades: 11, 27 y 34 individuos respectivamente). Ademas, para la

presente investigacion, los individuos se recolectaron en Oaxaca, mientras que en la
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investigacion con aloenzimas se estudiaron individuos de Nayarit. La gran distancia
geografica entre ambos estados (Nayarit y Oaxaca) podria significar diferentes niveles de
diversidad genética en las poblaciones que se encuentran ahi. Para profundizar mas sobre
esto, seria factible estudiar ambas zonas geograficas a través de los mismos marcadores
moleculares y con base en un muestreo equivalente.

2) Los ISSRs son marcadores moleculares con tasas de cambio rapidas y no implican
secuencias codificantes a lo largo del genoma, mientras que las aloenzimas al tener

relevancia en el metabolismo implican zonas conservadas en el genoma.

3 Diferenciacion poblacional (Gsr), flujo génico (Nm) y patrones de aislamiento por distancia

en las especies del complejo Enantia jethys

El nivel mas alto de diferenciacién entre miembros del complejo E. jethys sin hacer
distincidon entre localidades fue entre E. m. diaziy E. m. mazai. Esto puede ser explicado por
la distancia geografica que existe entre las localidades donde ambos miembros del
complejo E. jethys se distribuyen, ya que no tienen contacto fisico. Ppor un lado, en la
vertiente del Golfo de México se puede encontrar a E. m. mazai y en la vertiente del
Pacifico a E. m. diazi. Entre las evidencias adicionales sobre el contacto poco probable entre
las poblaciones de las dos vertientes del pais estan 1) la limitada capacidad de vuelo de
estas especies y 2) los habitos territoriales de los machos en sus sitios de alimentacién

(Llorente-Bousquets-Bousquets, 1985; Castafieda, 1996).

El nivel mds alto de diferenciacion genética entre subpoblaciones de la misma
especie fue encontrado en E. m. mazai (Gst = 0.0535). Esto puede ser un factor relacionado
con la distancia geografica entre subpoblaciones, ya que para este miembro del complejo
jethys se muestrearon localidades en Veracruz y Puebla, mientras que para E. albania y E.

jethys se muestrearon solo poblaciones veracruzanas cercanas entre si.
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Enantia m. mazai no mostrd un patron de aislamiento por distancia, mientras que E.
albania y E. jethys si. Castafieda (1996) al estudiar la variacion y estructura genética en
distintas poblaciones de las especies del complejo jethys, encontré que E. albania y E.
jethys no presentaron un patrén de aislamiento por distancia, y por otro lado, E. m. diaziy
E. m. mazai si mostraron un patron significativo de aislamiento por distancia. Si el flujo de
genes ocurre solo en poblaciones adyacentes y la deriva génica esta en equilibrio con el
flujo génico, las diferencias entre las poblaciones se incrementan con la distancia (Slatkin,
1993) lo cual se ve reflejado en una relacién inversa entre el flujo génico y la distancia entre

pares de poblaciones (Hellerberg, 1994).

La clara diferencia entre ambos resultados puede ser explicada también como un
efecto del tipo de muestreo para las diferentes especies del complejo. Por un lado,
Castafieda (1996) estudid doce poblaciones continuas de E. albania en un rango de
distribucion mas amplio que la presente investigacién (Veracruz, Puebla, San Luis Potosi e
Hidalgo). En relacion a lo anterior, en E. m. mazai hay solo una poblacion lejana (Puebla) y
con un numero de muestra bajo (14 individuos). El bajo nimero de individuos en esta
localidad respecto a las demds puede estar reflejando un nivel de flujo génico sesgado

entre ambas zonas.

Castafieda (1996) menciond que era posible que aun cuando las tres especies
convivieran en simpatria, no necesariamente deberia existir intercambio de genes. En este
estudio se encontrd que existe o ha existido flujo génico entre las especies del complejo E.
jethys que se encuentran en simpatria. También se encontré flujo de genes entre
poblaciones geograficamente lejanas (i.e. E. albania y E. m. diazi) lo cual también puede
deberse a un ancestro polimdérfico en comun. Entre estos dos miembros del complejo E.
jethys no solo se encontro flujo génico, si no que aparentemente el perfil genético de £. m.
diazi es el mismo que E. albania (Structure) contrario a lo que se esperaria (i. e. que E. m.

diaziy E. m. mazai se agruparan en el mismo grupo genético).
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Siguiendo a Slatkin (1985), los valores de flujo génico (Nm) calculados a través de
métodos indirectos son un valor promedio de los eventos histéricos y actuales. En relacién
a lo anterior, Llorente-Bousquets (1984) menciond que de todas las especies del complejo
E. albania es la mas cercana a E. melite (grupo externo), esto indica que E. albania es el
grupo hermano de las otras especies consideradas como parte del complejo E. jethys
(conservando caracteres plesiomorficos con respecto a los de las otras especies) resultado
qgue también fue observado por Jasso-Martinez (2014) y Jasso-Martinez y colaboradores
(2016). Una evidencia adicional a lo anterior es la distribucién de E. albania, especie con
distribucion que no es exclusiva de México: la podemos encontrar hasta Ecuador (Lamas,

2004).

Enantia albania al ingresar a México tomo dos rutas de dispersion por las vertientes
del Golfo y el Pacifico (Llorente-Bousquets, 1984). Este tipo de distribucion en México se
presenta en otras mariposas como Batus laodamas, Parides erithalion, Mimoides ilus,
Troilides torquatus y Protographium agesilaus, por mencionar algunas (Llorente-Bousquets

et al., 1997) y en otros grupos de animales como son los mamiferos (Arteaga et al., 2012).

4 Introgresion por hibridacidn en las especies del complejo Enantia jethys

Como se ha mencionado, se considera como hibridos a aquellos individuos producto de
poblaciones genéticamente distintas (entre poblaciones de la misma especie o entre
especies) con combinaciones alélicas nuevas (Harrison, 1990; Harrison, 1993; Rhymer &
Simberloff, 1996; Roman & Darling, 2007). La hibridacién ademas, puede conducir a la
introgresion (hibridacién introgresiva) (Rhymer & Simberloff, 1996), es decir, a la

incorporacion de alelos de especie a otra (Anderson & Hubricht, 1938; Anderson, 1949).

Los ISSRs han sido una buena herramienta para estudiar la hibridacién en este
trabajo. Estos marcadores moleculares se ha utilizado antes para el estudio de eventos en

diferentes grupos biolégicos (Barilani et al., 2006; Machkour-M’'Rabet et al., 2009; Liu et al.,
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2014; Sutrowska et al., 2015) incluido el grupo de las mariposas (Hundsdoerfer, 2005).
Estos eventos con patrones asimétricos han sido también observados en diferentes grupos
bioldgicos (Burgess et al., 2005; Tagane et al., 20085) y también en mariposas (Deering y
Scriber, 2002).

En el estudio de Jasso-Martinez (2014) sobre el complejo E. jethys utilizando COI se
obtuvieron grupos no monofiléticos y un grupo de individuos morfoldgicamente
identificados como E. albania recuperado consistentemente como grupo hermano de E.
mazai, sugiriendo eventos de introgresion por hibridacion entre las especies del complejo,
causando posiblemente eventos de captura mitocondrial, tal como se ha observado en

algunas especies de animales (Good et al., 2008; Bryson et al., 2014).

Castafieda (1996) reportd la observacion de un evento de cruza interespecifica
entre E. m. mazaiy E. jethys en Teocelo, Veracruz; sin embargo no se tienen mayores datos
sobre la frecuencia de dichos eventos ni sobre la viabilidad de los descendientes. Durante
el periodo de recolecta de ejemplares para la presente investigacion, se capturd una pareja
de mariposas mostrando una cruza interespecifica entre un macho E. albania y una hembra

E. m. mazai.

La incongruencia entre la morfologia y los patrones de bandeo de los ISSRs Ilevaron
a sospechar hibridacién entre las especies del complejo jethys. Se pudo verificar que estas
incongruencias ocurren tanto en organismos “con una ancestria” como en “individuos con

mas de una ancestria” (andlisis en Structure).

Es importante mencionar que la mayoria de las incongruencias entre morfologia vs
patrones de bandeo de ISSR’s ocurrieron en E. m. mazai y E. jethys. Morfolégicamente
(patrones de coloracion de las alas) ambas se pueden diferenciar de acuerdo a la
descripcion de Llorente-Bousquets (1984). Si solo se tuviera la informacion de los ISSRs, en

algunos casos, ambas especies serian muy dificiles de diferenciar (Figura 20), lo cual es
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interesante debido a que, de acuerdo a la informacion de estos mismos marcadores, la

hibridacién siempre involucra a E. albania.

E. m. mazai - E. albania

A

E. albania

Figura 20. Morfoespecies con patrones de bandeo caracteristicos de otras morfoespecies (geles sefialados
con flechas). A) macho E. m. mazai con patrones de bandeo caracteristicos (enmarcados en color amarillo) de
E. m. mazai (Izq.) y de E. jethys (Der.). B) macho E. albania con un patrén de bandeo caracteristico no solo de

otra especie (E. m. mazai) si no que presenta bandas caracteristicas de las hembras (gel de la derecha).

Los resultados del enfoque bayesiano fueron la evidencia mds contundente sobre la
existencia hibridacién que conllevé a la introgresién, incorporando alelos de una especie (E.
albania) a las demads en el complejo (E. mazaiy E. jethys). Respecto a la hibridacién por si
misma, las cruzas interespecificas parecen tener direccionalidad: E. albania puede hibridar
con las otras dos especies, mientras que entre E. jethys y E. m. mazai no pueden hibridar
entre ellas. Lo anterior se ve respaldado también por los niveles de flujo génico, los cuales
son mayores entre E. albania con las otras especies que entre E. jethys y E. mazai
respectivamente.
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5 Efecto genético de la presencia de los individuos “con mas de una ancestria” en las

especies del complejo Enantia jethys

En este trabajo se ha observado flujo de genes entre especies. El flujo génico como fuerza
evolutiva determina en cierta medida hasta qué grado una poblacion local puede
mantenerse como una unidad evolutiva independiente (Slatkin, 1994). Se espera que la
entrada de nuevos alelos en una poblacién aumente su diversidad a nivel local. Dado lo
anterior, se esperaria que la presencia de individuos “con mas de una ancestria” en las
especies del complejo jethys tenga efectos sobre la diversidad genética de las mismas, es

decir, que la diversidad aumente.

Respecto a lo anterior, se observd un cambio significativo en la diversidad genética
(h) de E. m. mazai debido a la presencia de individuos “con mds de una ancestria”, es decir,
la presencia de estos organismos tiende a aumentar la h en la especie, ademas de que es la
especie con el mayor porcentaje de inviduos “con mas de una ancetria” (i. e. hibridos). Este
aumento de la diversidad genética en E. mazai puede ser la explicacion de que
morfolégicamente sea la especie mas variable, econtrandose en este trabajo hasta cinco
tipos diferentes en los machos (Figura 21). La alta variabilidad morfoldgica en E. mazai ya

ha sido reportado anteriormente (Llorente-Bousquets, 1984).

Caso contrario en E. jethys. La presencia de organismos “con mas de una ancestria”
en la morfoespecie parece disminuir la diversidad total de la misma. Esto puede deberse a
lo siguiente. De acuerdo a los resultados mostrados, E. jethys es la especie mas diversa de
las especies del complejo jethys; los individuos hibridos en la morfoespecie E. jethys
tenderan a ser menos diversos en combinacién con los alelos de las otras especies ya que
éstas tienen indices de diversidad mas bajos. No asi con £E. m. mazai, ya que esta es la
especie menos diversa, en los hibridos de esta morfoespecie la diversidad genética de los

organismos “con mas de una ancestria” es mayor respecto al otro tipo de organismos (con
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una ancestria). Al incorporar alelos del genoma de las otras especies que son mas diversas

que E. mazai, aumenta de manera significativa su diversidad.
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Figura 21. Cinco tipos morfolégicos diferentes de machos de E. m. mazai. Este taxdn en el complejo cuenta
con el porcentaje mas alto de “individuos con mas de una ancestria”. Se observd que la presencia de estos

individuos aumenta los niveles de h en el taxon.
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CONCLUSIONES

Los taxones en el complejo E. jethys tienen altos niveles de polimorfismo y He,
siendo E. jethys la especie con la mas alta diversidad.

Enantia mazai mazai es el miembro del complejo con mads alta diferenciacion
genética entre subpoblaciones, mientras que E. jethys es la especie con mayor flujo
de genes entre subpoblaciones.

Enantia albania y E. m. diazi comparten un gran componente genético.

Existe evidencia de flujo genético interespecifico alto entre las especies del
complejo E. jethys.

En E. albania y E. jethys existe un patron de aislamiento por distancia.

Entre las especies del complejo E. jethys se observa introgresion por hibridacion con
un patron direccional, donde E. jethys y E. mazai comparten alelos con E. albania.

La presencia de los organismos “con mas de una ancestria” tiene efecto sobre las

especies del complejo aumentando o disminuyendo su diversidad.
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ANEXOS

1 Hidratacion de tejido de abdémenes

e Entubos de 1.5 microlitros agregar 600 microlitos de agua ultrapura
e Cortar un tercio del abdomen previamente reservado en alcohol (de la parte
donde el abdomen se une al térax) y colocar la muestra en el tubo con agua.

e Dejar que el tejido se hidrate por 1 hora

2 Extraccion de DNA

En tubos eppendorf nuevos agregar 120 microlitros al 0.5 M de “EDTA solution”(pH
8.0) y 500 microlitros de “Solution nuclei lysis”.

Reservar 20 minutos en el congelador y después mezclar en el vértex por 20
sgundos.

Agregar a cada tubo el tejido que fue rehidratado.

A cada tubo afiadir 18 microlitos de proteinasa K.

Dejar incubar toda la noche.

A cada tubo agregar 2.5 microlitros de “RNAsa solution” y meclar invirtiendo los
tubos de 2 a 3 veces.

Incubar las muestras por 20 minuts a 37° C.

Dejar enfriar las muestras por 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 200 microlitros de “Protein precipitation solution” y agitar en el vértex por
20 segundos.

Enfriar en el congelador por 5 minutos.

Centrifugar por 4 minutos a 13 mil revoluciones por minuto (rpm) a 17° C.

Remover sobrenadante y transferirlo a nuevo tubo junto con 600 microlitros de

isopropanol.
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e Mezclar el contenido invirtiendo los tubos de 2 a 3 veces.

e Centrifugar por 1 minutos a 13 mil rpom a 26° C.

e Decantar el sobrenadante y desecharlo.

e Al pelle agregar 600 microlitros de alcohol al 70% y mezclar.

e Centrifugar por 1 minuto a 13 mil rpom y eliminar sobrenadante.

e Dejar secar el nuevo pellet hasta que se evapore el alcohol restante (en caso de que
lo haya) por 40 minutos.

e Agregar 100 microlitros de “DNA rehidratation solution”.

e Incubara65° Cpor 1 hora.

e Almacenar DNA de 2 a 8 ° C (en el congelador).

Nota: Para verificar que la extraccién haya sido exitosa se hicieron pruebas de

electroforesis para todas las muestras (geles al 1%)

3 Preparacion de geles de agarosa
Geles grandes (160 ml)

e \Verificacidn de extraccion de DNA (1%) = 1.6 gr de agarosa + 4 ml de TAE + 156 ml de

agua destilada

e Llectura de bandas de la amplificacion para los ISSR’s (2%) = 3.2 gr de agarosa + 4 ml

de TAE + 156 ml de agua destilada

Geles chicos (90 ml)

e Verificacion de extraccién de DNA (1%) = .90 gr de agarosa + 2.25 ml de TAE +
87.75 ml de agua destilada
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e Lectura de bandas de la amplificacion para los ISSR’s (2%) = 1.80 gr de agarosa +

2.25 ml de TAE + 87.75 ml de agua destilada

4 Electroforesis (ISSR’s)

El DNA extraido fue de alta concentracion por lo que se tuvo que diluir cada muestra

de los productos amplificados en agua ultrapura

e Cargar cada pozo del gel con 3 microlitros de la muestra con los productos
amplificados (1.5 microlitros de DNA + 1.5 microlitos de agua ultrapura) + 0.8

microlitros de colorante
e Dejar correr las muestras por 2 horas con 15 minutos a 110 V

Colorante: Cada 500 microlitros de colorante contienen 20 microlitros de Gel Red.
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