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Resumen

Los cambios fenotípicos, resultado de adaptaciones a la vida en cuevas en algunas especies de

peces, ofrecen una gran oportunidad de estudiar la evolución regresiva. Estos animales troglobios nos

ofrecen ventajas sobre otros sistemas, ya que de acuerdo a sus grupos hermanos, es posible inferir la

dirección del cambio fenotípico (e.g. desde un ancestro de superficie, a las poblaciones de cueva), en

respuesta a las presiones selectivas que plantean estos ecosistemas, como son la oscuridad perpetua, la

escasez de nutrientes, entre otras. El complejo Astyanax mexicanus, distribuido en el noreste de

México, se ha convertido en un modelo adecuado para el estudio de la evolución de los caracteres

asociados a la vida en cuevas.

Actualmente existen 32 poblaciones troglobias descritas, distribuidas principalmente en la

región de La Huasteca en México, en la Sierra de El Abra, la Sierra de Guatemala y la Sierra de la

Colmena, en los estados de San Luis Potosí y Tamaulipas. Estas poblaciones exhiben un conjunto de

rasgos comunes a otros animales de cuevas, como la reducción o pérdida del sistema visual y la

pigmentación. Existe evidencia de múltiples orígenes de las poblaciones de cuevas, sin embargo, el

momento y número de las invasiones por parte de las poblaciones de superficie es incierto, así como la

conectividad a través de flujo génico, entre poblaciones de cueva y superficie, aún está en debate.

En el presente estudio se llevó a cabo una reconstrucción filogeográfica utilizando SNPs

obtenidos a partir de genomas completos, y secuenciación restringida del genoma (Rad-seq), para

reconstruir las relaciones entre las poblaciones de cueva y superficie de A. mexicanus, así como su

estructura genético-poblacional, y estimar los niveles de flujo génico entre estas. Los resultados de este

trabajo sugieren que la evolución de las poblaciones de cueva del complejo ha ocurrido en dos linajes

distintos y que la evolución a los ambientes de cuevas ha ocurrido en tres eventos distintos en la

historia evolutiva del grupo, con una fuerte concordancia con su distribución geográfica. Esto sugiere

que la adaptación a la vida en cuevas ha ocurrido de manera repetida en la historia evolutiva del

complejo, es decir, de manera polifilética. Los patrones de estructura genética y flujo genético nos
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permitieron hacer una reconstrucción del grado de conectividad subterránea entre los sistemas de El

Abra, Guatemala y La Colmena. Los resultados muestran la existencia de flujo génico ancestral por

parte de poblaciones de superficie hacia las poblaciones de cueva, el cual ha ocurrido en diferentes

momentos de la historia evolutiva del grupo, y en diferente intensidad entre poblaciones. Este flujo está

determinado en cierta medida de la cercanía geográfica de las poblaciones de superficie con respecto a

la entrada de las cuevas (como en el caso de la población de la cueva de Chica).
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Abstract

The phenotypic changes observed in cave adapted animals offers a great opportunity to study

regressive evolution. These troglobite animals offer advantages over other systems, since we can know

the direction of the phenotypic change (e.g. from a surface ancestor to cave populations), in response to

strong selective pressures such as perpetual darkness, poor in nutrients, among others. The complex

Astyanax mexicanus, distributed to the northeast of Mexico, has become a model organism to study the

evolution of the characters associated with adaptation to cave environments. Currently there are 34

described troglobian populations, distributed mainly in the La Huasteca region in Mexico, in the Sierra

de El Abra, the Sierra de Guatemala and the Sierra de la Colmena, in the states of San Luis Potosí and

Tamaulipas. Those populations exhibit a set of traits such as reduction or loss of vision and

pigmentation. Despite evidence for the multiple origins of cave populations, the timing of invasions by

surface populations is unknown, and gene flow between cave and surface populations is still under

debate. In the present study, We carried out a phylogenomic reconstruction using SNPs from whole

genomes and restricted genome sequencing (Rad-seq), to reconstruct the relationships between A.

mexicanus cave and surface populations, as well as its population structure and ancestral and recent

gene flow. Our results suggest that the evolution of the cave populations has occurred in two different

lineages and that the evolution to cave environments has occurred at three different times in the

evolutionary history of A. mexicanus, with a strong agreement with its geographical distribution,

suggesting that adaptation to cave environments is polyphyletic. The patterns of genetic structure and

gene flow allowed us to reconstruct the degree of underground connectivity between the El Abra,

Guatemala and La Colmena systems. Also we found the existence of ancestral gene flow from surface

populations to cave populations. This gene flow has occurred at different times in the evolutionary

history of the group, and is different between different populations. The weight of this gene flow is
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determined to some extent by the proximity of the surface populations to the entrance of the caves (as

in the case of the Chica cave population).
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Introducción

Uno de los principales retos en la biología es entender cómo los organismos pueden adaptarse a

los cambios ambientales. La evolución fenotípica, definida como la modificación de los caracteres de

un organismo, puede llevar a un proceso adaptativo en respuesta a las variación de las condiciones en el

medio (Imam et al., 2020). Esta variación fenotípica puede surgir durante la colonización de nuevos

ambientes y en este sentido, la colonización a ambientes extremos representan una gran oportunidad

para conocer mejor los procesos de adaptación. Un ejemplo particularmente extendido y bien estudiado

de tales adaptaciones puede encontrarse en los animales de cuevas (Krishnan et al., 2017; Bilandžija et

al., 2020).

Los organismos que viven en las cuevas se conocen como troglobios. Estos van desde

invertebrados como caracoles (Gladstone et al., 2018), gusanos (González et al., 2018), escarabajos

(Pacheco et al., 2019), arañas (Mammola et al., 2017), escorpiones (Beron, 2018) y camarones

(Chávez-Solís et al., 2018) hasta vertebrados como salamandras (Lunghi et al., 2018) y peces (Keene et

al., 20015). La transición a la vida en las cuevas ha llevado a estos organismos a desarrollar un

conjunto de rasgos, conocidos como troglomórficos, (Protas et al., 2008; Trontelj et al., 2012; Howarth

& Moldovan, 2018; Howarth, 2019), en respuesta a las condiciones ambientales presentes en las

cuevas.

Existe una gran variedad de rasgos troglomórficos compartidos entre los organismos de cuevas

(Culver et al., 1995; Christiansen 2012; Trontelj et al., 2012; Krishnan et al., 2017; Howarth &

Moldovan, 2018), pero los más comunes son la pérdida de ojos, la alteración de los ciclos circadianos y

la reducción de la pigmentación corporal. Sin embargo, muchos también han desarrollado una variedad

de rasgos, llamados "rasgos constructivos”, como órganos sensoriales alargados, papilas gustativas

adicionales, aumento en el número de neuromastos, entre otros (Yoshizawa et al. 2010; Krishnan et al.,

2017; Howarth & Moldovan, 2018). La adquisición de los rasgos troglomórficos suele atribuirse a los
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procesos de evolución en paralelo, o evolución convergente; ya sea por eventos de selección natural, o

a través de la acumulación de mutaciones y deriva génica (Jeffery, 2009).

Los animales troglobios ofrecen ciertas ventajas para estudiar los procesos adaptativos.

Primero, la falta de luz suele ser una constante durante la historia evolutiva de los organismos de cueva,

y conduce a la pérdida de los sistemas visuales y la pigmentación. (Culver et al. 2010; Derkarabetian et

al. 2010). Por lo tanto, los rasgos troglomórficos pueden relacionarse directamente con las condiciones

ambientales (Jeffery, 2009; Howarth & Moldovan, 2018). En segundo lugar, el marco de tiempo

evolutivo en el que se presentan los rasgos troglomórficos puede ser relativamente corto (Bilandžija et

al., 2020), lo que permite identificar y estudiar los primeros cambios que conducen a la adaptación a las

cuevas (Jeffery, 2009). En tercer lugar, cada cueva es un único experimento natural, por lo que ofrecen

la oportunidad de estudiar los mecanismos de evolución convergente y paralela de los rasgos troglobios

(Jeffery, 2009).

En los últimos años se han producido grandes avances con respecto a la comprensión de cómo

evolucionan las especies dentro de los ambientes de cuevas, gracias a las investigaciones realizadas

sobre algunas especies troglobias, como el anfípodo Gammarus minus, el crustáceo Asellus aquaticus

(Protas et al., 2011; Gross et al., 2015), o la sardinita mexicana Astyanax mexicanus (Keene et al.,

2015).

La saridinita Astyanax mexicanus (De Fillipi 1853) es una especie que pertenece a la familia

Characidae, dentro del orden de los Characiformes (Wiley y Mitchell, 1971; Jeffery, 2009; Miller et al.,

2009). Su distribución abarca desde la cuenca del río Pánuco, hasta la cuenca del río Bravo en la

vertiente Atlántica, y las cuencas del río Nazas-Aguanaval y Mezquital en la vertiente Pacífica,

(Ornelas-García et al., 2008; Ornelas-García y Pedraza-Lara, 2016), donde se le puede encontrar

habitando fondos rocosos y arenosos de estanques y remansos de arroyos y ríos pequeños a grandes y

manantiales (Mercado-Silva et al., 2020). Para esta especie, se han reportado dos morfotipos: uno
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presente en ambientes de superficie, como en ríos, arroyos y lagos; y otro adaptado a la vida en las

cuevas (Miller et al., 2009).

Las poblaciones de cuevas de Astyanax mexicanus habitan principalmente en la región de la

Huasteca, al noreste de México (Ornelas-García et al., 2016). Ésta se encuentra ubicada en la región de

la Sierra Madre Oriental, en el noreste de México, en el límites entre los estados de San Luis Potosí y

Tamaulipas. Esta región está compuesta por una serie compleja de facies depositadas en bancos de

conchas, lavados por las olas y arrecifes de rudistas, separados por áreas entre arrecifes donde se

depositaron lodos calcáreos (Elliot, 2019). De este a oeste, hay una serie de cordilleras: La Sierra de El

Abra, La Sierra de Guatemala y La Sierra de la Colmena. Esta última presenta unos pequeños cerros a

los que la comunidad científica de Astyanax se ha referido como la región de Micos (Espinasa y

Espinasa, 2016).

Las primeras poblaciones de cueva, encontradas en la Sierra de El Abra, fueron descritas como

tres especies diferentes (Jeffery, 2008). La primera población descubierta fue en la cueva de Chica, y

fue asignada a una nueva especie, con un nuevo género: Anoptichthys jordani (Hubbs e Innes, 1936).

La segunda población encontrada fue en la cueva El Pachón, y fue nombrada como Anoptichthys

antrobius (Alvarez, 1946), y la tercera fue encontrada en la cueva de Los Sabinos, y nombrada como

Anoptichthys hubbsi (Alvarez, 1947). Con el paso del tiempo, el género Anoptichthys fue sinonimizado

con Astyanax, quedando las especies de cueva y de superficie como morfotipos distintos (Hubbs e

Innes, 1936; Schemmel 1967), bajo un concepto biológico de especie (Gross et al., 2015).

En la década de los 70 's, un gran número de poblaciones de cueva de A. mexicanus empezaron

a ser descritas y exploradas. Mitchell y colaboradores (1977) describieron 29 poblaciones de cuevas en

la Sierra de El Abra, La Sierra de Guatemala y el área de Micos. Posteriormente, fueron descritas las

localidades de cuevas Granadas y La Joya, en Guerrero, al Sur de México (Espinasa et al., 2001;

Espinasa et al., 2018), para la especie hermana Astyanax aeneus (Günther, 1860). En los últimos años,

se descubrieron las localidades de Cueva Chiquitita y el Sótano de Toro 2, al sur de la Sierra de El Abra
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(Espinasa et al., 2018; Espinasa et al., 2020), y al norte de la Sierra de el Abra, el Sótano de La Calera

(Espinasa et al., 2020). Actualmente se conocen 32 poblaciones troglobias descritas para la región de

La Huasteca, al noreste de México (fig. 1, Mitchell et al., 1977; Jeffery, 2008; Elliot, 2018; Espinasa et

al., 2018; Espinasa et al., 2020).

La mayoría de las cuevas habitadas por estos peces comparten una serie de condiciones

ambientales, como la oscuridad constante y la ausencia de depredadores, asociados a la vida en las

cuevas (Jeffery, 2009; Borowsky, 2018). Las modificaciones morfológicas y fisiológicas en los

organismos troglobios de Astyanax mexicanus incluyen: perdida total o parcial de las estructuras

visuales, reducción o pérdida de la pigmentación, (Jeffery y Martasian 1998; Jeffery 2001; Strecker et

al., 2003; Jeffery et al., 2009), aumento en el almacenamiento de lípidos (Rose y Mitchell, 1982),

disminución del consumo de oxígeno (Hüppop 1986), alteraciones del ciclo circadiano (Erckens y

Martin, 1982; Erckens y Martin, 1982b, Borowsky, 2018), y un sentido olfativo extremadamente

sensible (Quinn, 1980). Aunque los fenotipos entre diferentes poblaciones de cuevas son similares,

estos no son idénticos. Por ejemplo, es posible observar morfologías cráneo-faciales distintas entre

diferentes poblaciones de cueva (Jeffery, 2009), así como modificaciones en el eje antero-posterior

(Borowsky, 2018); diferencias en el número de vértebras (Dowling et al., 2002), entre otros caracteres

(ver Jeffery, 2009).

Una ventaja de este sistema sobre otros organismos de cueva, es que las formas de superficie de

A. mexicanus siguen siendo nativas de los sistemas fluviales circundantes (Krishnan et al., 2017), lo

cual no es tan común en otras especies de cueva (Howart, 2019). Aunque geográficamente aislados, los

peces de cueva siguen siendo interfértiles con la forma de superficie, lo que permite el análisis genético

de la herencia de los rasgos específicos de la cueva y de la superficie, y entre otras poblaciones de

cueva, lo que permite evaluar la complementación genética (Protas et al., 2006; Protas et al., 2008;

Kowalko et al., 2013; Krishnan et al., 2017).
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En las últimas décadas se han realizado grandes esfuerzos para esclarecer las relaciones de

ancestría entre las poblaciones de cuevas y superficies de Astyanax mexicanus al noreste de México.

Trabajos previos han sugerido que las poblaciones de cuevas fueron colonizadas en al menos dos

episodios distintos a partir de peces de superficie (Dowling et al., 2002; Strecker et al., 2004;

Ornelas-García et al., 2008; Jeffery, 2009; Hausdorf et al., 2011; Bradic et al., 2012; Strecker et al.,

2012; Bradic et al., 2013). El primer episodio de colonización habría dado lugar a poblaciones de cueva

de la Sierra de El Abra, designadas como el linaje viejo, mientras que las cuevas de la región occidental

de Micos y la Sierra de Guatemala habrían sido colonizadas de manera más reciente, dando lugar al

conjunto de poblaciones de cueva conocido como el linaje nuevo (Strecker et al., 2004; Hausdorf et al.,

2011; Bradic et al., 2012). Sin embargo, existe cierta controversia con respecto al origen, tiempo de

divergencia y relación entre las poblaciones de cueva y de superficie de Astyanax mexicanus.
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Figura 1. Mapa de las poblaciones de cuevas de A. mexicanus descritas en la región de La Huasteca, en

la Sierra de El Abra, La Sierra de Guatemala y La Sierra de la Colmena, en los estados de San Luis

Potosí y Tamaulipas, al noreste de México. Modificado de Gross (2012).
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Antecedentes.

Los primeros estudios sobre la evolución de las poblaciones de cueva de Astyanax mexicanus

fue realizado por Avise y Selander (1972), quienes estimaron el grado de variabilidad genética entre

poblaciones de cueva y superficie.para determinar si las poblaciones de cueva eran menos diversas

genéticamente que las poblaciones de superficie. En este trabajo se reportó que los niveles de

heterocigosidad entre las poblaciones de cueva eran bajos (heterocigosidad promedio = ~ 7.7%) en

comparación con las de superficie analizadas (heterocigosidad promedio = ~ 11.2%). Dado el número

de individuos que conforman las poblaciones de cueva , la reducción observada en la variabilidad en

las poblaciones de las cuevas de Astyanax se atribuyó en gran medida a procesos estocásticos.

Adicionalmente, Avise y Selander (1972) consideraron que la aparición de los fenotipos

asociados a los ambientes de cueva (i.e. pérdida de pigmentación y de las estructuras visuales) ocurrió

previo a la subdivisión actual de estas poblaciones, por lo que puede decirse que apoyaban la teoría de

un sólo origen para las poblaciones troglobias (Gross, 2012), el cual que pudo ocurrido,, en el

Pleistoceno tardío, en un intervalo de 10 mil hasta 2 millones de años (Avise y Selander, 1972).

Por su parte, Wilkens (1971),, prueba que las bases genéticas de la pérdida de las estructuras

visuales es diferente entre estas poblaciones de cueva, aunque en ambas está involucrado el mismo

número de genes. Wilkens sugiere que los patrones de estructura poblacional observados y la

disminución de la variabilidad genética en las poblaciones de cuevas son resultado de la distribución

discontinua del hábitat acuático (Wilkens, 1971).

Wilkens (1988) explica el grado de regresión evolutiva en los caracteres troglobios a través de

la acción conjunta de los procesos de la mutación y de deriva génica en las poblaciones de cueva, y

considera a las poblaciones de la Sierra de El Abra (particularmente las poblaciones de Pachón,

Sabinos, Piedras, Yerbaniz y Pichijumo), dentro del grupo de cuevas filogenéticamente viejas, debido

al alto grado de regresión evolutiva en caracteres troglobios.
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Dowling y colaboradores (2002) sugieren la hipótesis de múltiples orígenes para las distintas

poblaciones de cueva, en por lo menos dos invasiones independientes (Dowling et al., 2002; Gross,

2012). En este trabajo, la diversidad genética fue evaluada a través de los polimorfismos del gen

mitocondrial ND2 en 17 individuos de 12 poblaciones (6 de cueva y 11 de superficie). Dowling y

colaboradores (2002) lograron identificar dos linajes distintos, sugiriendo que la evolución del

morfotipo troglobio ha ocurrido en más de una ocasión a lo largo de su historia evolutiva.

Strecker y colaboradores (2003) evaluaron la diversidad genética y las relaciones de parentesco

entre cuatro poblaciones de cuevas (Pachón, Sabinos, Tinaja, Chica) y cuatro poblaciones de superficie

de Astyanax,. Encontraron que la diversidad genética es altamente variable entre poblaciones, pero

significativamente baja en casi todas las poblaciones de las cuevas, en comparación con poblaciones de

la superficie (con excepción de la cueva Chica). Este resultado fue congruente con (Avise y Selander

1972), así como secuencias de ADNmt (Dowling et al., 2002), y sugiere un período relativamente largo

de separación entre las poblaciones de la cueva y la superficie (Strecker et al., 2003).

Adicionalmente,, encontraron que las poblaciones de cueva de Pachón, Sabinos y Tinaja se

agruparon entre sí, en lugar de con los peces de la superficie de la misma área, por lo que se propuso

que las poblaciones de las cuevas se originaron en un grupo ancestral diferente de las poblaciones

contemporáneas de superficie (Strecker et al., 2003). Los resultados en este trabajo sugieren al menos

dos invasiones independientes a las cuevas, a saber, hacia la población de cueva Chica y hacia las

poblaciones de cuevas de Sabinos, Tinaja y Pachon (Strecker et al., 2003).

En un trabajo posterior, Strecker y colaboradores (2004) evaluaron las relaciones

filogeográficas de 26 poblaciones de superficie, distribuidas en México, Guatemala y Belice y 9

poblaciones de cueva al noreste de México. Para este trabajo, las poblaciones de cueva fueron divididas

en dos grupos distintos con base en su morfología. Por un lado, el grupo SEP (“strongly reduced eyes

and pigment”), cuyas poblaciones (i.e. Piedras, Sabinos o Tinaja) presentan una fuerte reducción en la

pigmentación yen la complejidad de las estructuras visuales, y por otro lado, el grupo VEP (“variable
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eye size and pigmentation”), cuyas poblaciones (i.e Chica, Molino, Pachón o Yerbaniz) presentan un

tamaño de ojos y pigmentación variables.

Los análisis filogenéticos revelaron que las poblaciones de cueva y superficie se agrupan en

siete linajes mitocondriales distintos. Se encontró que las poblaciones de cuevas clasificadas como SEP,

forman un linaje mitocondrial independiente, mientras que las poblaciones de cueva clasificadas como

VEP, se agrupan junto con poblaciones de superficie geográficamente cercanas. Lo anterior se ha usado

como evidencia de múltiples eventos de invasión (al menos dos) a las cuevas por parte de peces de

superficie.

Estos autores discuten la posibilidad de que las poblaciones de cueva SEP hayan derivado de la

primera invasión, debido al grado de troglomorfía entre estas poblaciones. Por otro lado, se encontró

cierto grado de inconsistencia en cuanto a la posición filogenética de algunas poblaciones de cueva

VEP por la presencia de fenotipos intermedios. En este sentido, las poblaciones de cueva de Otates,

Subterráneo y Lienzo, ubicadas en la Sierra de La Colmena, fueron agrupadas dentro de la categoría

VEP, junto con la población de Chica, Molino y Pachón (Wilkens, 1988; Strecker et al., 2004), por la

presencia de fenotipos intermedios.

En el trabajo realizado por Ornelas-García et al. (2008), al evaluar las relaciones filogenéticas

en 141 poblaciones del género Astyanax, usando 3 marcadores mitocondriales y 1 marcador nuclear, se

recuperaron a las poblaciones de cueva en dos linajes distintos, de forma similar a los trabajo de

Strecker et al. (2003, 2004). El primer linaje (Linaje Ia), incluyó a las poblaciones de superficie de A.

mexicanus distribuidas en las cuencas del Río Bravo, Conchos, Aguanaval-Mezquital, Pánuco y

Tuxpan. Estas se agruparon con las poblaciones de cuevas de las regiones de Micos (cueva de

Subterráneo); El Abra: (Cuevas Chica, Pachón, Yerbaniz y Japonés) y Guatemala (cueva de Molino),

que previamente habían sido descritas como “linaje nuevo” (agrupadas en VEP, sensu Strecker et al.

2004). En el segundo linaje (Lineage Ie), fueron agrupadas las poblaciones de cuevas de “linaje viejo”

de Curva, Tinaja, Sabinos y Piedras de la Sierra de El Abra (grupo SEP, sensu Strecker et al. 2004),
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junto con las poblaciones de superficie de Rascón y Aguanaval - Mezquital. Una de las principales

contribuciones de este trabajo fue identificar a las poblaciones de Rascón y Aguanaval - Mezquital

como las poblaciones de superficie del linaje viejo, las cuales se creían extintas en estudios previos

(Strecker et al. 2004).

Posteriormente, Bradic, et al. (2012), propusieron al menos 5 eventos independientes de

colonización a las cuevas, los cuales están a su vez relacionados con los linajes viejo y nuevo. Este

trabajo sugiere que los primeros eventos de colonización a las cuevas de la Sierra de El Abra,

corresponde con el linaje viejo. Mientras que , la colonización de las cuevas en La Sierra de Guatemala

y La Sierra de Micos corresponde con el linaje nuevo (Bradic et al., 2012).

En un estudio posterior, Strecker y col. (2012) evaluaron los patrones de estructura y flujo

génico de 7 poblaciones de superficie y 7 de cuevas,. En este trabajo se encontró que la población de

Caballo Moro, en la Sierra de Guatemala, forma un grupo genético distinto al resto de las poblaciones

de la Sierra de El Abra y genéticamente más cercano a las poblaciones del sur del Cinturón Volcánico

Trans-Mexicano (Trans-Mexican Volcanic Belt o TMVB) que a las poblaciones adyacentes del norte de

México. Strecker et al., (2012) proponen la colonización de la cueva de Caballo Moro como un tercer

evento de invasión, indicando que las poblaciones de superficie de Astyanax cruzando el TMVB, al

menos en tres ocasiones. En este trabajo encontraron evidencia de flujo génico entre poblaciones de

superficie y poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra. Sin embargo, describen a este como un

fenómeno raro, ya que las cuevas imponen condiciones extremas a la supervivencia de los organismos

superficiales.

Coghill et al. (2014) pusieron a prueba el origen monofilético de las poblaciones de cuevas,

estimando la historia evolutiva de las poblaciones de cueva y de superficie de A. mexicanus, utilizando

secuenciación por enzimas de restricción (Rad-seq). restringiendo su reconstrucción bajo el contexto de

la deriva génica establecida por Wilkens (1998), contra otra reconstrucción sin restricciones. El

restringir la reconstrucción filogenética basada en el grado de troglomorfía produjo un árbol con bajos
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soportes, en comparación con el árbol sin restricción. Tradicionalmente el grado de troglomorfía había

sido utilizado para asumir cierto tiempo desde la colonización. Sin embargo, Coghill y colaboradores

(2014) encontraron que la adaptación fenotípica a las cuevas ocurre relativamente rápido en tiempos

evolutivos y que el grado de regresión no es un indicador robusto para clasificar los eventos de

colonización en las poblaciones troglobias (Coghill et al., 2014).

Fumey y colaboradores (2018) analizaron secuencias de transcriptomas de las poblaciones de

cueva Pachón, Tinaja y Molino, así como marcadores mitocondriales y nucleares previamente

publicados, buscando verificar la existencia de los dos linajes de Astyanax mexicanus. En este trabajo,

se encontró un alto grado de incongruencia en las historias evolutivas recuperadas entre los distintos

marcadores empleados. Adicionalmente, utilizando simulaciones de coalescencia,, encontraron que la

probabilidad máxima del tiempo de divergencia se encontraba dentro del rango de 1,000 a 10,000 años.

Estos resultados sugieren un origen reciente para las poblaciones de cueva, independientemente de su

clasificación como viejos, nuevos, aislados o híbridos (Fumey et al., 2018).

Finalmente, Herman y colaboradores (2018) secuenciaron 47 genomas completos, provenientes

de 3 poblaciones de cuevas (Molino, Tinaja y Pachón) y 2 de superficie (Rascón y Río Choy) de

Astyanax mexicanus e infirieron las relaciones filogenéticas poblacionales, utilizando la especie

hermana A. aeneus de la población de la cueva de Granadas, en el estado de Guerrero, México como un

grupo externo. Encontraron que las poblaciones de cuevas son polifiléticas, distribuyendose en 2 linajes

independientes: por un lado, el clado monofilético conformado por la población de superficie de

Rascón y las poblaciones de cueva de Tinaja y Pachón, reconocido en trabajos previos como el “linaje

viejo”, y por el otro el clado monofilético conformado por las poblaciones de superficie de Río Choy y

Sótano de Molino, reconocido en la literatura como el “linaje nuevo”. Adicionalmente, estimaron el

posible tiempo de divergencia entre estos linajes utilizando una valor de divergencia basada en dXY y

modelos demográficos y sugieren que la división del linaje "viejo" y "nuevo" es más reciente de lo que

se había propuesto antes (entre 3 y 12 Mda), previo al cierre del Eje Neovolcánico Transversal. Es
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posible que probablemente esta barrera geográfica haya sido traspasada por Astyanax en varias

ocasiones, provocado invasiones a las poblaciones de cuevas en cada evento de migración (Hausdorf et

al., 2011; Gross, 2012; Strecker et al., 2012).

A pesar de la repetida evidencia acerca de la invasión a las cuevas en dos linajes distintos, aún

existe controversia con respecto al origen y relaciones filogenéticas entre las poblaciones de cueva y de

superficie. Por lo tanto, en el presente estudio se propone realizar una reconstrucción filogenómica de

las diferentes poblaciones de cuevas y superficie de Astyanax mexicanus utilizando el muestreo más

exhaustivo hasta la fecha, con el fin de proponer una hipótesis filogenética robusta sobre la historia

evolutiva de las poblaciones de cuevas de Astyanax mexicanus al norte de México.
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Objetivos

Objetivo General

Construir una hipótesis filogeográfica de las poblaciones de cueva y superficie de Astyanax

mexicanus (De Fillipi 1853), basada en SNPs de genomas completos y secuenciación por sitios

de restricción (Rad-seq), así como evaluar la estructura y flujo entre sus poblaciones.

Objetivos Particulares

● Construir una hipótesis filogenómica de las poblaciones de cueva y superficie de Astyanax

mexicanus basada en SNPs de genomas completos y secuenciación por sitios de restricción

(Rad-seq).

● Caracterizar la estructura genética y la entremezcla entre poblaciones de Astyanax mexicanus.

● Evaluar el papel del flujo génico ancestral y reciente, para entender los patrones de

diversificación de las poblaciones de Astyanax mexicanus en el norte de México.
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Materiales y Métodos

Muestreo y Secuenciación

En este estudio se colectaron 122 individuos de Astyanax mexicanus provenientes de 20

poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra, Sierra de Guatemala y Sierra de Micos, 9 poblaciones de

superficie de las regiones cercanas y 5 localidades de superficie del norte de México. Las localidades

del norte de México fueron incluidas para una mejor representatividad geográfica, en la reconstrucción

filogenómica de las cuevas y superficie. Dado que existe cierta controversia sobre cuál es el grupo

hermano de las poblaciones de Astyanax mexicanus (Ornelas-García et al., 2008; Coghill et al., 2014;

Herman et al., 2018), se utilizaron 2 linajes como grupos externos: 2 muestras del linaje ID (Costa de

Chiapas) de Ornelas-García et al., (2008) y 2 muestras del linaje de Astyanax aeneus de la cuenca del

río Balsas (Herman et al., 2018). Para la colecta de los ejemplares de cueva se contó con el permiso por

parte de las autoridades competentes (SEMARNAT SGPA/DGVS/2438/16). Los especímenes fueron

catalogados y depositados en la Colección Nacional de Peces, del Instituto de Biología, U.N.A.M.

Se utilizaron dos estrategias de secuenciación: secuenciación asociada a sitios de restricción

(RADseq) y secuenciación de genomas completos (Whole Genome Sequencing o WGS). Para la

secuenciación de los genomas completos, 78 muestras fueron ultracongeladas con nitrógeno líquido,

siguiendo el protocolo de “flash frozen” (Passow et al., 2018), y almacenadas a -72ºC. Posteriormente,

se prepararon para la secuenciación mediante la adición de códigos de barras genéticos individuales por

cada muestra y la creación de las librerías utilizando el kit TruSeq Nano de Illumina. Las muestras

fueron secuenciadas utilizando la plataforma de Ilumina NovaSeq 6000, con un tamaño de lectura

promedio de 150 pb y un rendimiento promedio de 4 millones de lectura por muestra. Para la

secuenciación por el método de RADseq, se extrajo el ADN genómico de 37 muestras. La extracción

de ADN se realizó mediante el método de extracción de cloruro de sodio (NaCl) 4,5 M (Sonnenberg et

al. 2007) y se cuantificó utilizando el espectrofotómetro NANODROP 2000 (Thermo). La selección de

la enzima de digestión se basó en simulaciones de digestiones in silico del genoma de Astyanax
18



mexicanus V. 2.0 (McGaugh et al., 2014), utilizando la paquetería en R Sim-RAD (Lepais et al., 2014),

con diferentes enzimas de restricción. Las muestras de DNA extraídas con el método de cloruro de

sodio fueron digeridas usando la enzima de restricción MspI y preparadas para la secuenciación de

Illumina mediante la codificación de barras individuales, y procesadas con el kit de preparación de

muestras de ADN TruSeq Nano de Illumina, utilizando los reactivos v3. Las muestras fueron

multiplexadas y secuenciadas en la plataforma Illumina NextSeq, secuenciando un solo extremo, con

150 pb de longitud promedia por lectura, obteniendo un rendimiento promedio de 4 M lecturas por

muestra. la preparación de las bibliotecas, así como la secuenciación fue llevada a cabo por el Servicio

de Secuenciación del Centro Genómico de la Universidad de Minnesota (https://genomics.umn.edu).

Adicionalmente, se incluyeron en este estudio 30 genomas completos de Astyanax mexicanus

previamente secuenciados (Herman et al., 2008), para un total de 152 muestras totales (Tabla 1, Fig. 2

B).

Calidad y Limpieza de las Secuencias

Para la limpieza de los datos se utilizó el programa FastQC (Andrews, 2010), tanto para las secuencias

de los genomas completos, cómo para las de RADseq. Dependiendo del estado de la calidad de las

muestras, las secuencias se depuraron y limpiaron con el programa trimmomatic V.0.39 (Bolger et al.,

2014). Se utilizó un enfoque de recorte de ventana deslizante, que corta las bases dentro de la ventana

de tamaño una vez que la calidad promedio cae por debajo de un umbral establecido. El tamaño de la

ventana seleccionado fue de 4 bases y el límite inferior de calidad fue de 15 en la escala Prhed 33.

También se buscaron y eliminaron los adaptadores utilizados para el proceso de secuenciación, y se

cortaron las primeras 14 bases de todas las lecturas independientemente de su calidad. Al final, solo se

conservaron las lecturas que tuvieran una longitud mínima de 75 bases.
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Localidad Área
geográfica

Clado Sistema
Hidrológico

Ambiente N

1 Sótano de Jineo Sierra de
Guatemala

1D Gomes Farías Cueva 5

2 Sótano de Molino Sierra de
Guatemala

1D Gomes Farías Cueva 5

3 Sótano Escondido Sierra de
Guatemala

1D Gomes Farías Cueva 5

4 Sótano del Caballo
Moro

Sierra de
Guatemala

1E Chamal - Ocampo Cueva 3

5 Sótano de Vásquez Sierra de
Guatemala

1E Chamal - Ocampo Cueva 5

6 Cueva de El
Pachón

Sierra de El
Abra

2A Norte de El Abra Cueva 5

7 Sótano de Yerbaniz Sierra de El
Abra

2B Sistema Yerbaniz Cueva 7

8 Sótano de Japonés Sierra de El
Abra

2B Sistema Yerbaniz Cueva 4

9 Sótano del Tigre Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 5

10 Cueva de Los
Sabinos

Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 2

11 Sótano del Arroyo Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 5

12 Sótano de la Tinaja Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 5

13 Sótano de
Montecillos

Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 4

14 Sótano de Jos Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 5

15 Sótano de Las
Piedras

Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 1

16 Sótano de la Palma
Seca

Sierra de El
Abra

2C Sistema Los
Sabinos

Cueva 5

17 Sótano del Toro Sierra de El
Abra

2D Región Sur del
Abra

Cueva 3

18 Cueva de Chica Sierra de El
Abra

2D Región Sur del
Abra

Cueva 5

19 Cueva de
Chiquitita

Sierra de El
Abra

2D Región Sur del
Abra

Cueva 2

20 Cueva del Río
Subterráneo

Sierra de La
Colmena

1C Región de Micos Cueva 5

21 Río Coy Río Coy 1B Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 6

22 Río Choy Río Choy 1B Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 6

23 Río Mante Río Mante 1B Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 10

24 Río Sabinas Río Sabinas 1B Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 4
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25 Bravo Bravo 1A Cuenca Bravo -
Conchos

Superficie 1

26 Conchos Conchos 1A Cuenca Bravo -
Conchos

Superficie 5

27 Texas Texas 1A Cuenca Bravo -
Conchos

Superficie 1

28 San Fernando San
Fernando

1A Cuenca Bravo -
Conchos

Superficie 2

29 Hualahuises Hualahuises 1A Cuenca Bravo -
Conchos Superficie 3

30 Santa Anita Santa Anita 1F Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 2

31 Río Rascón Río Rascón 2E Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 6

32 Río Gallinas Río Gallinas 2E Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 3

33 Tamasopo Tamasopo 2E Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 6

34 Río Peroles Río Peroles 2E Cuenca del Río
Pánuco

Superficie 5

35 Astyanax aeneus Cuenca del
Río Balsas

Grupo
Externo

Cuenca del Río
Balsas

Superficie 2

36 Astyanax sp. Costa de
Chiapas

Grupo
Externo

Costa de Chiapas Superficie 2

Tabla 1 Número de ejemplares de las poblaciones de cueva y superficie de la especie A. mexicanus en

la región de La Huasteca, en la Sierra de Guatemala, la Sierra de El Abra y la Sierra de la Colmena, en

la región de Micos utilizados en este trabajo.

Alineamiento, Llamado de Variantes y Genotipado.

Una vez depuradas, las muestras fueron alineadas de manera individual utilizando la

herramienta de alineamiento Burrows-Wheeler con el algoritmo mem, implementado en el programa

bwa-0.7.1 (Li y Durbin, 2009, 2010). Se utilizó el genoma completo de Astyanax mexicanus V 2.0

(McGaugh et al., 2014), como referencia para llevar a cabo los alineamientos. Posteriormente, se
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utilizaron los programas samtools (Li et al., 2009) y Picard v1.83

(http://broadinstitute.github.io/picard/), para la manipulación y edición de los alineamientos.

El llamado de variantes se llevó a cabo utilizando el módulo HaplotypeCaller del software

Genome Analysis Toolkit (GATK, ver. 4.1.2.0. McKenna et al. 2010). Para el procesamiento de las

muestras, primero se identificaron, filtraron y fusionaron los RADloci de las muestras secuenciadas por

RADseq en un solo archivo en formato gVCF (el cual conserva los sitios variables e invariables), para

realizar el llamado de variantes y el genotipado de las muestras de RADseq y de genomas completos,

utilizando los programas GATK y BCFTOOL (Danecek et al., 2015). Dado que el módulo

HaplotypeCaller determina en qué regiones del genoma se debe hacer el llamado de variantes (usando

la opción -L), en función de la presencia de evidencia significativa de variación, se omitieron las

regiones ausentes del gVCF de los RADloci, mejorando la velocidad del análisis para las muestras de

genomas completos, homogeneizando así ambos tipos de datos. Finalizando el llamado de variantes se

obtuvieron archivos en formato gVCF por individuo para las muestras RADseq y WGS. Para emitir un

modelo detallado de la confianza del llamado de variantes, se utilizó el parámetro BP_RESOLUTION,

en la opción -ERC de HaplotypeCaller.

Después del llamado de variantes, las muestras se genotiparon individualmente utilizando el

módulo GenotypeGVCFs en GATK. Esta herramienta está diseñada para realizar genotipado conjunto

en una sola entrada que posee las probabilidades de los genotipos producidas por HaplotypeCaller con

las opciones: ‘-ERC GVCF’ o ‘-ERC BP_RESOLUTION’. El resultado de este paso fue un archivo

gVCF compuesto de sitios variables e invariables para cada muestra secuenciada.

Inferencia de las Relaciones Filogenéticas

Los archivos gVCF ya genotipados fueron fusionados en un sólo set de datos utilizando la

función merge del programa BCFtools (Danecek, 2015). En este set de datos, las regiones con una

profundidad inferior a 10 lecturas se descartaron. De manera similar, se eliminaron las inserciones y
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deleciones (INDELs) así como los sitios invariantes y las secuencias con una calidad de mapeo inferior

a 40. Para disminuir la redundancia de los datos, se eliminaron los loci en desequilibrio de ligamiento

con r ^ 2> 0.6, cada 600 pb.

El archivo resultante se transformó a formato fasta utilizando el script en python vcf2phylip ver.

2.0 (Ortiz, 2019). Este script toma como entrada un archivo VCF y usa los genotipos en el archivo para

crear una matriz adecuada para el análisis filogenético en los formatos PHYLIP (versión relajada),

FASTA, NEXUS o NEXUS binario. Para los SNP heterocigotos, se utilizan los códigos de ambigüedad

de nucleótidos de la IUPAC. También permite detectar automáticamente cualquier nivel de ploidía.

La reconstrucción se realizó mediante el software RAxML Ver. 8.2.12 (Stamatakis, 2014),

implementado en el servidor web CIPRES (url: http://www.phylo.org; Miller et al., 2012). Se

especificaron 100 réplicas de bootstrap rápido como medida de soporte de árbol. El modelo de

sustitución utilizado fue GTRCAT. La aproximación GTRCAT es una solución computacional para el

modelo GTR de sustitución nucleotídica, ampliamente utilizado bajo el modelo Gamma de

heterogeneidad de tasas. La idea principal detrás de la aproximación GTRCAT es permitir la

integración de la heterogeneidad de tasas en los análisis filogenéticos en conjuntos de datos con más de

50 taxa a un costo computacional y consumo de memoria significativamente menor (resulta en un

análisis aproximadamente 4 veces más rápido con un consumo de memoria 4 veces menor)

(Stamatakis, 2016). Para realizar una reconstrucción filogenética adecuada, utilizamos la corrección por

sesgo de verificación de Lewis. Las nuevas versiones de RAxML tienen este modelo de corrección

resulta útil al analizar alineamientos de SNPs (Stamatakis, 2016). La topología resultante y los soportes

de bootstrap se visualizaron utilizando el programa FigTree Ver. 1.4.4 (Rambaut, 2018).

Adicionalmente, se realizó un análisis de redes filogenética utilizando el algoritmo

‘Neighbor-Net’, implementado en el programa SplitsTree4 (Huson et al., 2006; Huson et al., 2014),

para visualizar las relaciones en casos donde la historia evolutiva subyacente puede no ser puramente
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jerárquica. Este método está basado en la unión aglomerativa de vecinos más cercanos

(‘Neighbor-Joining’ o NJ) de Saitou y Nei (1987), utilizando matrices de distancia (Bryant et al.,

2004), y es particularmente adecuado para grupos donde se ha encontrado evidencia de escenarios

evolutivos complejos, como eventos de hibridación, duplicación y recombinación de genes (Huson et

al., 2006). Para la reconstrucción de esta red, se creó un subset con 73 muestras de los datos totales,

utilizando la función ‘query’ de BCFtools (Danecek, 2015), seleccionando hasta 2 individuos por

localidad. Este subset fue importado al lenguaje de programación R (R core team, 2018) con la función

‘snpgdsVCF2GDS’ de la paquetería SNPRelate versión 1.24.0 (Zheng et al., 2012). Posteriormente se

calcularon de manera pareada las proporciones de identidad por estado (‘Identity-By-State’ o IBS),

utilizando la función ‘snpgdsIBS’ de la paquetería SNPrelate (Zheng et al., 2012). Estas proporciones

fueron exportadas en formato NEXUS, utilizando la función ‘write.nexus.dist’ de la paquetería

phangorn (Klaus, 2011), para la construcción de la red utilizando el algoritmo ‘Neighbor-Net’ en el

programa SplitssTree4 versión 4.16.2 (Huson et al., 2006; Huson et al., 2014).

Estructura Poblacional

Se estimó la estructura genética y las proporciones de entremezcla entre los ejemplares, usando

el software ADMIXTURE (Alexander et al., 2009; Alexander & Lange, 2011). El algoritmo

ADMIXTURE estima las proporciones de ancestría y las frecuencias alélicas ancestrales utilizando un

grupo de datos compuesto por una matriz con un número J de SNPs y columnas con N individuos no

relacionados (Alexander et al., 2009; Alexander et al. 2015).

Realizamos una serie de análisis no supervisados (esto es, la estimación de las frecuencias

alélicas ancestrales y las proporciones de entremezcla, sin información previa sobre la asignación de

cada individuo), utilizando 148 muestras de Astyanax mexicanus, sin considerar las muestras de los

grupos externos. La matriz de datos se transformó al formato requerido por ADMIXTURE utilizando el

software PLINK (Purcell et al., 2007), y posteriormente se llevaron a cabo 10 corridas independientes
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en ADMIXTURE, de manera no supervisada. En cada uno de estos análisis se evaluaron diferentes

valores de K (el número de poblaciones ancestrales), de K = 1 a K = 20. Para conocer el mejor valor de

K, usamos el procedimiento de validación cruzada de ADMIXTURE y presentamos los resultados para

el cual encontró el valor de validación cruzada más bajo.

Se probó la discriminación de las poblaciones ancestrales estimadas por ADMIXTURE a través

de un Análisis Discriminante de Componentes Principales (Discriminant analysis of principal

components o DAPC Jombart et al., 2010). Este análisis discriminante está basado en la obtención de

los componentes principales de los datos genéticos, para el desarrollo de variables sintéticas

denominadas funciones discriminantes. Estas funciones discriminantes son la descomposición de la

varianza total de los datos, en la varianza entre grupos y la varianza dentro de grupos, minimizando la

primera y maximizando la segunda (Jombart et al., 2012). La estimación de los componentes

principales como paso previo permite que las funciones discriminantes no estén correlacionadas.

La matriz de datos utilizada para el análisis de ADMIXTURE se importó al lenguaje de

programación R (R core team, 2018) y se transformó en un objeto genlight, utilizando las funciones

read.vcf y vcfR2genlight respectivamente, de la paquetería vcfR (Knaus y Grünwald, 2017).

Posteriormente se realizó el DAPC utilizando la función DAPC.genlight del paquete adegenet (Jombart

y Ahmed, 2011). Este análisis discriminante requiere que los componentes principales utilizados sean

suficientes para asegurar una correcta discriminación entre grupos, sin que sean demasiados para

generar un sobreajuste en el modelo (Jombart y Collins, 2015). Para la selección objetiva del número

de componentes principales, se llevó a cabo un análisis de validación cruzada. En esta prueba, los datos

se dividen en dos conjuntos: uno de entrenamiento (90% de los datos totales) y otro de validación (con

el 10% de los datos restantes). El conjunto de validación se selecciona con un muestreo estratificado

aleatorio, lo que garantiza que al menos un miembro de cada conglomerado o cluster esté representado

en ambos conjuntos (Jombart y Collins, 2015). Posteriormente, el DAPC se lleva a cabo en 30

repeticiones en el conjunto de entrenamiento con números variables de componentes principales
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retenidos, y se evalúa qué tan acertado es el análisis de predecir la pertenencia entre los individuos del

conjunto de validación (a través de la raíz del error cuadrático medio) para identificar el número óptimo

de componentes principales a retener (Jombart y Collins, 2015). Los clusters o conglomerados

resultantes del DAPC se visualizaron en un diagrama de dispersión, utilizando las dos primeras

funciones discriminantes.

Estimación de Flujo Génico y Eventos de Migración en Astyanax

Los eventos de flujo génico ancestral y reciente fueron estimados utilizando el algoritmo de

TreeMix (Pickrell & Pritchard, 2012). Este algoritmo modela los patrones de divergencia y entremezcla

a lo largo de la historia evolutiva de múltiples poblaciones, utilizando una aproximación gaussiana de

la deriva génica. TreeMix estima el gráfico G, que representa la topología de la historia evolutiva de las

poblaciones. Este es un gráfico acíclico, similar a un árbol filogenético enraizado, con longitudes de

rama específicas y eventos de flujo génico.

Para simplificar la búsqueda, el programa asume que la historia evolutiva de las poblaciones

muestreadas es aproximadamente similar a la de un árbol filogenético, por lo que comienza buscando el

árbol de máxima verosimilitud, adoptando un algoritmo similar al de Felsenstein (Felsenstein, 1981).

Para buscar en el espacio de posibles gráficos, TreeMix adopta un enfoque de “Hill-climbing”. Luego,

selecciona al azar tres poblaciones, optimiza las longitudes de las ramas para los tres árboles posibles y

elige el mejor árbol en términos de verosimilitud compuesta (la verosimilitud compuesta deriva de la

matriz de covarianza de las frecuencias alélicas entre las poblaciones comparadas). Después, comienza

a agregar las poblaciones restantes una por una en un orden aleatorio, realizando rondas de

reordenamientos locales, manteniendo el árbol resultante sólo si aumenta la verosimilitud (Pickrell &

Pritchard, 2012).
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Después de construir el árbol, TreeMix corrige la posición de la raíz utilizando información

previa sobre el grupo externo. Luego calcula la matriz de covarianza residual R y agrega bordes de

migración en pares de poblaciones según los residuos máximos de la matriz R. Cuando TreeMix añade

un borde de migración que aumenta la verosimilitud del gráfico, realiza modificaciones en la topología

de la red, realizando intercambios con el vecino más cercano y el destino del evento de migración. Una

vez que se ha alcanzado el máximo local de la verosimilitud por este método, se realizan

modificaciones en la topología de la red haciendo intercambios de vecinos más cercanos en todos los

nodos internos. El programa itera sobre este procedimiento para un número predeterminado de eventos

de migración. Para cada gráfico que se prueba, el programa optimiza las longitudes de las ramas y los

pesos de los bordes de migración (Pickrell y Pritchard, 2012).

En este trabajo se visualizaron los eventos de migración con el programa TreeMix entre los

clusters observados en el programa ADMIXTURE. Siguiendo una pauta similar a la de Herman y

colaboradores (2018), para este análisis no se consideraron los individuos con evidencia de entremezcla

genética. Si bien la existencia de híbridos es consistente con el intercambio genético a largo plazo, tales

híbridos no proporcionan evidencia de introgresión histórica. Este subset de datos se importó en el

lenguaje de programación R (R core team, 2018) y fue transformada en un objeto genlight usando la

librería vcfR (Knaus & Grünwald, 2017). Después de eso, usamos la función gl2treemix del paquete

DartR (Gruber y Georges, 2019) para convertir la matriz en el formato correcto para TreeMix.

Usando TreeMix, se evaluaron diferentes escenarios de flujo génico, con hasta diez eventos de

migración (m) diferentes (de m = 1 a m = 10) por escenario. Para tener en cuenta que los SNPs

cercanos podrían no ser independientes, el análisis se llevó a cabo utilizando diferentes particiones de

la matriz de datos original, en ventanas de tamaño K, utilizando el parámetro -k en TreeMix. Se

utilizaron 10 valores diferentes de k, comenzando con k= 600 y aumentando 50 bases por iteración (k =

600, 650, 700 ... 1050). Este procedimiento generó un total de 100 modelos de migración diferentes,

con 10 modelos por cada evento de migración estimado. Para evaluar la confianza en la topología de la
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red estimada por TreeMix, se construyó un árbol consenso utilizando las topologías de los 100 modelos

estimados mediante el programa Mesquite Ver. 3.51 (Maddison y Maddison, 2019).

La selección del mejor modelo de migración puede ser difícil de determinar. Agregar eventos de

migración adicionales siempre mejorará la verosimilitud del modelo, pero con rendimientos menores a

medida que se van agregando eventos adicionales, pues éstos explican poca variación en los datos. Para

la selección del número de eventos de migración, utilizamos el Paquete OptM versión 0.1.3 (Fitak,

2019). OptM selecciona el número de eventos de migración utilizando estadísticos ad hoc que

automatizan el proceso de selección, en función de la tasa de cambio de segundo orden en la

verosimilitud (Fitak, 2019). En este trabajo utilizamos como estadístico ad hoc el método de Evanno

(∆m) para la selección del número de eventos de migraciones.
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Resultados

Reconstrucción Filogenética

En general, el rendimiento de la secuenciación de las muestras de genoma completo fue de

95.41 M lecturas promedio por individuo (± 12.96 M de lecturas; min: 63.43 M, Max: 128.97 M) y

para las muestras de RADseq fue de 4.69 M lecturas promedio por individuo (±1.72 M de lecturas;

min: 2.08 M, Max: 9.96 M). La profundidad promedio de mapeo sobre el genoma completo de

Astyanax v. 2.0 (McGaugh et al., 2004) por individuo fue de 14.17 lecturas (S.D. 7.25 lecturas

promedio por individuo) y la profundidad de cada sitio en el alineamiento tuvo un promedio de 13.85

lecturas (S.D. 2 lecturas por sitio). Después de los filtros aplicados, se retuvo un total de 360,651 SNP’s

bialélicos, con un porcentaje de datos faltantes de 3.7%. En total la matriz que se utilizó para la

reconstrucción filogenómica incluyó 148 individuos del complejo Astyanax mexicanus, incluyendo

tanto poblaciones de cuevas como de superficie, más 4 individuos de A. aeneus como grupo externo

(tabla 1). Como se observa en la figura 2 A, las poblaciones del complejo A. mexicanus se dividen en

dos linajes (linaje 1 y linaje 2), los cuales incluyen tanto poblaciones de cuevas como de superficie

entremezclados, con elevados valores de soporte (>95).

El linaje 1 está compuesto de seis clados principales. El primer clado, el clado 1F, incluye a la

población de superficie de la localidad de Santa Anita en San Luís Potosí. Después se recuperan en un

clado a las poblaciones de la Sierra de Guatemala, las cuales se dividen en dos subclados distintos, los

cuales resultan congruentes con la cercanía geográfica de las poblaciones. Las poblaciones de cueva de

Jineo, Molino y Escondido se agrupan en el subclado 1D, y corresponde con la región de Gomes Farías

(Elliot, 2018) , mientras que las poblaciones de cueva de Caballo Moro y Vásquez, se agrupan en el

subclado 1E y corresponden con la región de Chamal-Ocampo (Elliot, 2018).

El siguiente clado incluyó a dos subclados: el 1C el cual incluyó a la población de cueva

Subterráneo, de la Sierra de La Colmena, en la región de Micos. El clado 1B incluyó a las poblaciones
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de superficie de los ríos de la cuenca del río Pánuco Choy, Coy, Tampaon y Mante. Adicionalmente, 3

individuos de la población de la cueva Arroyo, de la Sierra de El Abra, fueron agrupados dentro de este

clado. Finalmente el clado 1A incluye a las poblaciones de superficie de la cuenca del Bravo-Conchos,

al Norte de México: río Bravo en Texas, Río Hualahuises, Río San Fernando y Río Conchos.

Dentro del Linaje 2, las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra y las poblaciones de

superficie formaron 5 clados diferentes. Las poblaciones de superficie de este linaje, compuestas por

las poblaciones de río Rascón, río Gallinas y río Tamasopo, formaron un clado monofilético (2E). Las

poblaciones de cueva, formaron 4 clados diferentes, con una elevada congruencia geográfica a lo largo

de la Sierra de El Abra.

El clado 2D incluyó a las poblaciones de cueva de Chica, Chiquitita y Toro, ubicadas en la

región sur de la Sierra del Abra. El clado 2C, recuperó a la mayoría de las poblaciones de cueva de la

región media de la Sierra de El Abra (Cuevas de Tigre, Sabinos, Arroyo, Tinaja, Montecillos, Jos,

Piedras y Palma Seca), con excepción de las poblaciones de Japonés y Yerbaniz, las cuales formaron un

clado diferente, El clado 2B. Finalmente el clado 2A incluyó a los individuos de la población de cueva

de El Pachón, la cual se encuentra en la región norte de la Sierra de El Abra.
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Figura 2. A) Reconstrucción filogenética de Máxima Verosimilitud in RAxML v8.2.8 (Stamatakis, 2014) de los SNPs obtenidos de las

poblaciones de A. mexicanus de cueva y de superficie al noreste de México. B) Distribución de los sitios de muestreo de las poblaciones de

cueva (circulo externo negro) y superficie (circulo externo blanco) de la especie A. mexicanus en la región de La Huasteca, en la Sierra de

Guatemala, la Sierra de El Abra y la Sierra de la Colmena, en la región de Micos. Los números corresponden a las localidades descritas en la

tabla 1, y los colores y códigos utilizados corresponden con los linajes encontrados en la reconstrucción filogenética.
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La Fig. 3 ilustra la red filogenética para el complejo Astyanax mexicanus, obtenida usando las

proporciones pareadas de IBS y estimada usando el algoritmo ‘Neighbour-Net’. El índice de

divisibilidad para la red, el cual es un estimado de bondad de ajuste de cuán precisa es la representación

del conjunto de datos (Dress et al., 1996), fue de 98.059%. A pesar de que la red obtenida no muestra

un patrón totalmente jerarquizado (en forma de árbol), es congruente con la inferencia por máxima

verosimilitud (fig. 2 A), y también apoya la subdivisión de las diferentes poblaciones de cueva en dos

linajes distintos, con la correspondencia geográfica de las poblaciones de cueva. La presencia de cajas

en la red sugieren posibles eventos de introgresión entre taxones, que no son observados por el árbol

filogenético. Sin embargo, incluso en presencia de estos patrones de reticulación, la señal filogenética

subyacente es evidente para las poblaciones de cueva y superficie del complejo Astyanax mexicanus.
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Figura 3. Diagrama de la red filogenética para el complejo Astyanax mexicanus, construido mediante el

procedimiento ‘Neighbour-Net’ (Huson et al., 2006) utilizando las proporciones pareadas de IBS. El

índice de divisibilidad de la red fue de 98.059%
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Evaluación de la Estructura Genética en las Poblaciones de Astyanax mexicanus.

Los resultados del análisis de ADMIXTURE apoyaron la asignación de los individuos de

Astyanax mexicanus en K=11 grupos genéticos (figura 4 B), basados en los valores de la prueba de

validación cruzada, para 4 de las 10 iteraciones realizadas.

El análisis de asignación de ADMIXTURE recuperó en gran medida los clados principales

obtenidos en la reconstrucción de máxima verosimilitud de RaxML (fig. 2 A). Para la asignación

poblacional de K=11 grupos genéticos, las poblaciones de cueva y de superficie del Linaje 1 fueron

asignadas a 5 grupos y las poblaciones de cueva y de superficie del Linaje 2 fueron asignadas a 6

grupos. En general, los individuos de las distintas poblaciones presentaron altos valores de probabilidad

de asignación, con un número relativamente bajo de individuos con evidencia de entremezcla entre

poblaciones.

Las poblaciones de superficie de Linaje 2 (clado 2E) se dividieron en dos clusters genéticos, sin

evidencia de entremezcla entre ellos: el primer grupo separó a la población del río Peroles del resto de

las poblaciones de superficie, mientras que el segundo grupo incluyó a las poblaciones de superficie de

Río Gallinas, Río Rascón, Tamasopo y Santa Anita. Sin embargo, los individuos de la población de

Santa Anita presentan evidencia de entremezcla con otros grupos genéticos, incluso poblaciones de

cueva y superficie de linajes distintos.

Las poblaciones de cueva del Linaje 2 fueron asignadas a 4 grupos genéticos diferentes. Las

poblaciones de las cuevas Chica, Chiquitita y Toro (clado 2D), al sur de la Sierra de El Abra, formaron

un grupo genético (cluster 3) en el cual se puede observar que algunos individuos de las poblaciones de

Chiquitita y Toro presentan evidencia de introgresión con las poblaciones de superficie del clado 1B,

del linaje 1, así como con otras poblaciones de cueva del clado 2C de la Sierra de El Abra (cluster 4).

Las poblaciones de cueva de la región media de la Sierra de El Abra (clado 2C) formaron un grupo

genético (cluster 4). Se encontró evidencia de introgresión en las poblaciones de cueva Tigre, Arroyo y
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Tinaja con las poblaciones de cueva de la región media alta de la Sierra de El Abra (clado 2B, cluster

5), así como con las poblaciones de superficie de linaje nuevo (clado 1B, cluster 7). La región media

alta, conformada por las poblaciones de cueva de Japonés y Yerbaniz (clado 2B), formaron un grupo

genético (cluster 5) sin evidencia de introgresión. De igual manera, la población de cueva de Pachón,

en la región más al norte de la Sierra de El Abra (clado 2A), formó un grupo genético independiente

(cluster 6), sin evidencia de introgresión con otras poblaciones.

Las poblaciones de superficie de Linaje 2 (clado 1B) formaron un grupo genético (cluster 7)

con evidencia de entremezcla con la población de cueva de Subterráneo en la Sierra de la Colmena, en

la región de Micos (clado 1C, cluster 8). Algunos individuos de las población de Cueva Arroyo (los

individuos Arroyo3, Arroyo4 y Arroyo5) en la Sierra de El Abra, fueron asignados a este grupo

genético. Este resultado se observó de manera similar en la reconstrucción por máxima verosimilitud.

Similar al caso de las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra, las poblaciones de cueva de

la Sierra de Guatemala también muestran una correspondencia entre la asignación encontrada por

ADMIXTURE y su distribución geográfica. Las poblaciones de cueva de la Sierra de Guatemala

formaron dos grupos genéticos diferentes. El primero (cluster 9), agrupó a las poblaciones de Vazquez

y Caballo Moro, de clado 1D y el segundo (cluster 10) incluyó a las poblaciones de Escondido Jineo y

Molino del clado 1E. Por último, las poblaciones del Norte de México (clado 1A) formaron un grupo

genético (cluster 11) sin evidencia de entremezcla con algún otro grupo genético.

Resultados del Análisis Discriminante

La prueba de validación cruzada para el análisis discriminante de componentes principales

(DAPC) resultó en 20 componentes principales (PCs) y 10 funciones discriminantes (DAs) retenidas

para la evaluación de los K=11 clusters estimados por ADMIXTURE. La varianza conservada fue de

63% de los datos totales. Se construyó una gráfica de dispersión utilizando las primeras 2 funciones
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discriminantes, representando a los individuos como puntos y los grupos genéticos fueron encerrados

por elipses de inercia, dibujados con un coeficiente positivo de 1.5. (figura 3 A). Los clusters fueron

conectados por su cercanía en el espacio discriminante a través de un árbol de expansión mínima

(Minimum Spanning tree o MST).

La distribución de los clusters en el espacio discriminante, sugiere una buena separación entre

los grupos, esto es, que no se sobrelapan entre sí (figura 3 A). El análisis muestra una fuerte

diferenciación entre las poblaciones de cueva de la Sierra de Guatemala (clusters 9 y 10), y con el resto

de los clusters. Tanto el MST, como la reconstrucción por máxima verosimilitud, muestran que las

poblaciones de Vázquez y Caballo Moro (cluster 9) y las poblaciones de Escondido, Jineo y Molino

(cluster 10) están más relacionadas entre sí, que con el resto de las poblaciones troglobias del sistema

de El Abra y Subterráneo. Resulta interesante observar que las poblaciones de superficie del linaje 1 y

del linaje 2 no se sobrelapan en el espacio discriminante, ni se relacionan directamente a través del

árbol de distancias.

La población de Peroles (cluster 1) y el resto de las poblaciones de superficie de linaje viejo

(cluster 2) presentan una distancia genética más corta con respecto a las poblaciones de superficie de

linaje nuevo (cluster 7). El árbol de distancias también muestra que las poblaciones de cueva de la

región media baja de la Sierra de El Abra (cluster 4) presentan una menor distancia genética con las

poblaciones de río Gallinas, Rascón y Tamasopo (cluster 2). Por otro lado, las poblaciones de Chica,

Chiquitita y Toro (Cluster 3) son más cercanas a las poblaciones de superficie del linaje 1 (cluster 7).

Los clusters conformados por poblaciones de cueva en las que se ha reportado la presencia de híbridos

(poblaciones como El Pachón, Subterráneo, Chica, Chiquitita y Toro), se encuentran más próximos a

los clusters por poblaciones de superficie, mientras que las poblaciones que han estado sujetas a fuertes

presiones de deriva (como Sótano de Jineo, Sótano de Japonés,, etc.) se encuentran en los extremos del

gráfico.
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Figura 4. A) Análisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) de las 11 categorías

genéticas estimadas por el análisis de ADMIXTURE. Para la evaluación de los clusters, se utilizaron

20 componentes principales (63% de la variación acumulada de los datos). El análisis discriminante

descompuso los componentes principales en 10 funciones discriminantes (DA). Las dos primeras

funciones discriminantes fueron utilizadas para realizar el gráfico. La línea punteada representa un

árbol de expansión mínima (Minimum Spanning tree o MST), construido con base en las distancias

de los clusters. B) Análisis no supervisado de ADMIXTURE para los individuos utilizados en la

reconstrucción filogenética, sin considerar los grupos externos. Este análisis muestra entremezcla

entre las poblaciones de linaje nuevo y viejo, y entre poblaciones de cueva y de superficie.
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Flujo Génico Reciente y Ancestral

Utilizando el programa TreeMix (Pickrell & Pritchard, 2012), se calcularon los eventos de

migración, usando la información obtenida del análisis de ADMIXTURE. La prueba ad hoc de ∆m

basada en el método de Evanno, para la selección del número de los eventos de migración (Fitak,

2018), identificó cuatro eventos principales de flujo génico entre los clusters inferidos por

ADMIXTURE (fig. 4 B), con una varianza explicada de 99.48% del total de los datos. Las relaciones

de ancestría recuperadas entre los grupos genéticos en la topología resultante (fig. 5 A), fueron

similares a las observadas en la reconstrucción por máxima verosimilitud.

Los resultados obtenidos por TreeMix ilustran el patrón complejo de flujo de génico ocurrido en

repetidas ocasiones a partir de poblaciones de superficie hacia las poblaciones de cueva en la región de

El Abra, al tiempo que proporcionan evidencia de flujo génico de las poblaciones al Sur del Eje

Neovolcánico Transversal (i.e. Astyanax aeneus) hacia las poblaciones de superficie de linaje Nuevo.

Tres de los cuatro eventos de migración sugieren que la región de la Sierra de El Abra ha

experimentado episodios de invasión, por parte de peces de superficie, hacia los distintos sistemas de

cuevas, durante diferentes periodos de tiempo. El evento más reciente de migración se estimó hacia la

región sur, por parte de las poblaciones actuales de superficie del Linaje 1. Para el norte de la Sierra de

El Abra (cluster 6), el episodio de invasión de peces de la superficie tuvo lugar a partir de las

poblaciones ancestrales que dieron origen a las poblaciones del linaje nuevo. Para las regiones media y

sur de la Sierra de El Abra, es posible identificar un evento de migración más antiguo, en comparación

a los dos previamente descritos, a partir de organismos de superficie ancestrales previos a la

divergencia de ambos linajes.

En este análisis también podemos observar la presencia de ramas terminales largas para

algunos grupos (como el cluster 3 y el cluster 6). Es importante mencionar que la topología recuperada

por TreeMix coloca a las poblaciones de superficie asignadas como parte del linaje 2 por fuera de
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ambos linajes, y no dentro del linaje 2. Este resultado es diferente del observado en nuestra

reconstrucción por máxima verosimilitud y de la red filogenética.
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Figura 5 A) Análisis de flujo génico con TreeMix (Pickrell and Pritchard 2012) utilizando los

clusters estimados como poblaciones. Las poblaciones que mostraron evidencia de entremezcla en el

Análisis de ADMIXTURE fueron descartadas. B) Resultados del estadístico ad hoc ∆M

implementando en el paquete OptM (Fitak, 2018), basado en el método de Evanno, el cual lleva la

selección del modelo con base en la tasa cambio en el logaritmo de la verosimilitud, para la selección

de los eventos de migración en TreeMix. La gráfica poblacional de TreeMix con 4 eventos de

migración. En esta gráfica se pueden observar los patrones de entremezcla entre A. aeneus con las

poblaciones de superficie de linaje nuevo, así como peces de superficie entre poblaciones de cueva

de la Sierra de El Abra en diferentes momentos de la historia evolutiva.
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Discusión

En este trabajo se evaluaron las relaciones de ancestría, la estructura genética y los eventos de

flujo génico, entre las poblaciones de cueva y superficie, con el fin de aportar más información que

pueda ayudar a resolver la controversia con respecto al origen y relación entre las poblaciones de A.

mexicanus de cueva y de superficie. En este trabajo se encontró que las poblaciones de cueva y

superficie de A. mexicanus se agrupan en dos linajes distintos. La estructura genética entre las

poblaciones se corresponde con la distribución geográfica de las poblaciones y estas han

experimentado diversos eventos de flujo génico a lo largo de su historia evolutiva.

Historia Evolutiva de las Poblaciones de Astyanax mexicanus en la Región de El Abra.

En estudios previos, el consenso en cuanto a la evolución de Astyanax mexicanus a la vida en

las cuevas, basada en la variación del mtDNA y de nucDNA, es que las poblaciones de cuevas en la

Sierra de Guatemala, Sierra de la Colmena y Sierra de El Abra, fueron colonizadas por al menos dos

linajes distintos de superficie (Dowling et al.2002; Strecker et al.2003, 2004, 2012; Ornelas-García et

al. 2008; Hausdorf et al., 2011; Bradic et al., 2012; Herman et al., 2018). Estos trabajos han propuesto

que las cuevas de la Sierra de El Abra habrían sido colonizadas en un primer episodio a partir de peces

de superficie ancestrales, clasificadas como linaje viejo (Strecker et al., 2004), mientras que las cuevas

de la Sierra de la Colmena y la Sierra de Guatemala (clasificadas como linaje nuevo), fueron invadidas

por un evento más reciente de colonización, por parte de peces que habitan actualmente en los ríos de

esta región (Hausdorf et al., 2011; Ornelas-García, et al. 2008; Bradic et al., 2012). En este trabajo se

encontró que la invasión a las cuevas se ha dado de manera polifilética, en dos linajes diferentes, con

una elevada correspondencia geográfica. Tanto en la reconstrucción por máxima verosimilitud (fig. 2

A), como en la red filogenética (fig. 3), las poblaciones de nueva de la Sierra de El Abra formaron un

clado monofilético dentro del linaje 2, mientras que las poblaciones de cueva de la Sierra de Guatemala
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y la Sierra de La Colmena, formaron 2 clados independientes, dentro del linaje 1, recuperando así la

hipótesis de los dos linajes. Dentro de estos dos linajes se identificaron tres eventos independientes de

colonización a las cuevas, demostrando que las características fenotípicas asociadas a la vida en cuevas

han surgido en repetidas ocasiones a lo largo de la historia evolutiva del complejo.

Adicionalmente, se encontró que las relaciones de ancestría de las poblaciones de cueva, están

asociadas a su distribución geográfica, lo cual corresponde con un claro patrón biogeográfico. Este

patrón ha sido observado en otros organismos troglobios de la región. Por ejemplo, el camarón de

cueva Spelaeomysis quinterensis (Villalobos, 1951), presentó dos linajes, uno distribuido en la sierra de

El Abra, mientras que otras poblaciones troglobias de la región de La Huasteca mostraron un linaje

distinto (Espinasa et al., 2020). Esto sugiere que las barreras geográficas entre regiones han moldeado

los patrones biogeográficos no sólo de los peces de cueva, sino de otras comunidades acuáticas

(Espinasa et al., 2020).

Finalmente, nuestros resultados fueron inciertos en cuanto la asignación de la población de

superficie de Santa Anita (clado 1F). En la reconstrucción filogenética por máxima verosimilitud, la

población de superficie de Santa Anita forma un clado monofilético (clado 1F), dentro del linaje 1,

mientras que en el análisis de ADMIXTURE presenta una probabilidad de asignación mayor al cluster

2, que incluye las población de superficie del linaje 2 (clado 2 E), con evidencia de entremezcla con

otras poblaciones, y en algunos casos, geográficamente muy distantes (i.e. con las poblaciones del

clado 1A, restringidas a la cuenca del Bravo-Conchos, al norte de México (fig. 2 B)). Las proporciones

de asignación de la población Santa Anita pudieron ser modeladas como una mezcla de las poblaciones

muestreadas, en lugar de tener su propia población ancestral (efecto de “Ghost admixture”; Lawson et

al., 2018).
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Poblaciones de cueva de Astyanax mexicanus clasificadas dentro del grupo del Linaje Viejo

Las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra (fig 2, linaje 2) han sido clasificadas dentro

del linaje viejo, y diversos trabajos las han relacionado con el primer episodio de colonización a las

cuevas (Strecker et al., 2004; Bradic et al., 2012; Bradic et al., 2013; Herman et al., 2018). Sin

embargo, en diversos trabajos, ha existido cierta controversia respecto a las relaciones filogenéticas de

las poblaciones de cueva de Pachón y Chica. Utilizando marcadores mitocondriales, la poblaciones de

la cueva de Pachón y Chica se han agrupado con los peces de la superficie geográficamente cercanos

(Dowling et al., 2002; Strecker et al., 2003, Ornelas et al., 2008). En contraste, con datos de

microsatélites, estas poblaciones se agrupan con poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra (Strecker

et al., 2003). En este trabajo, tanto el árbol como la red filogenética agrupó a estas poblaciones como

parte del linaje 2 (linaje viejo), compuesto por las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra,

resultado similar a la evidencia encontrada con microsatélites (Strecker et al., 2003).

Por otra parte, el análisis de ADMIXTURE mostró presencia de entremezcla genética entre las

poblaciones de cueva del clado 2D (compuesto por las poblaciones de Chica, Chiquitita y Toro) y las

poblaciones de superficie del clado 1B. Estas poblaciones de cueva se encuentran relativamente cerca

de cuerpos de agua, como el río Tampaón, localizado a 200 m de la cueva de Chiquitita (Espinasa et al.,

2018), por el cual, en temporadas de lluvias, los peces de superficie pueden ingresar hacia las cuevas y

luego dispersarse a través de los conductos subterráneos, hasta llegar a las pozas internas de la cueva de

Chica (Mitchell et al. 1977). Se ha sugerido que la posibilidad de intercambio genético entre

poblaciones de cueva y de superficie permite la introgresión de haplotipos mitocondriales (Strecker et

al., 2003; Hausdorf et al., 2011; Bradic et al., 2012), por lo que las conclusiones basadas solamente en

marcadores mitocondriales podrían ser engañosas; las inferencias utilizando este tipo de marcadores

podrían reflejar eventos recientes de hibridación, y enmascarar las relaciones filogenéticas naturales.
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Poblaciones de cueva de Astyanax mexicanus clasificadas dentro del grupo del Linaje Nuevo

Estudios previos de estructuración genética, han propuesto que las cuevas de la Sierra de

Guatemala y de la Sierra de la Colmena, en la región de Micos, se establecieron posteriormente a las

poblaciones de la Sierra de El Abra (Dowling et al. 2002; Strecker et al. 2004; Ornelas-García et al.

2008; Strecker et al. 2011; Bradic et al. 2012). En este trabajo se encontró que la colonización de las

poblaciones de cueva de la Sierra de Guatemala (clado 1D y 1E) y de la Sierra de la Colmena (clado

1C), corresponden a dos eventos distintos de colonización, siendo el evento más reciente el que daría

lugar a la población de cueva de Subterráneo, en la Sierra de La Colmena (fig. 2 A).

La cueva de Subterráneo, en la región de Micos (Sierra de la Colmena), es la población más

aislada geográficamente con respecto al resto de poblaciones de cuevas de Astyanax mexicanus

(Wilkens y Burns, 1972; Peters et al., 1975). Esta localidad incluye una entrada por el río Subterráneo

que se encuentra a 35 km al Oeste de la Sierra de El Abra, separadas por la Sierra de Nicolás Pérez y la

Sierra de Colmena (Mitchell et al., 1977). Considerando las poblaciones de cueva de linaje nuevo, la

distancia entre la región de Micos y la cueva más cercana de la Sierra de Guatemala, es de

aproximadamente 90 km, y existen diversas barreras geográficas entre ellas. Hasta la fecha, no se han

documentando pasajes subterráneos entre estas dos regiones, por lo que es muy probable que las

poblaciones de la región de Micos y la Sierra de Guatemala representen eventos separados de invasión

(Bradic et al., 2012).

El análisis de ADMIXURE (fig. 4, B ), muestra la evidencia de entremezcla de las poblaciones

de superficie del linaje 1 (clado 1B) con las poblaciones de cueva de Subterráneo (clado 1C), y con las

poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra. Durante la temporada de lluvias, la cueva Subterráneo

recibe enormes afluencias de agua corriente que transportan peces de superficie que habitan los arroyos

circundantes. Una vez dentro de las cuevas, los peces de superficie coexisten con los peces de cuevas,

llegando en algunos casos a reproducirse,formando una amplia gama de fenotipos híbridos intermedios

(Bibliowicz et al., 2013).
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Nuevos Conocimientos Sobre las Relaciones Filogenéticas del Complejo Astyanax mexicanus.

Algo que debe tenerse en cuenta durante la inferencia filogenética, es la relación entre el

muestreo de taxones y la escala filogenética. El uso de un subconjunto de taxones para la inferencia

filogenética puede conducir a uno de dos casos: el primero, que los taxones formen un subárbol

pequeño, muestreado de un árbol más grande, y el segundo, que formen un patrón ampliamente

disperso en un árbol más grande (Zwickl et al., 2002). Uno esperaría que el primer caso no presentara

un problema filogenético difícil (ni un problema comparable al que plantean todos los taxones),

mientras que el segundo presentaría un problema mucho más difícil, pero más relevante. (Zwickl et al.,

2002).

En muchos casos, la mejor opción disponible para aumentar la precisión del análisis

filogenético, es aumentar el número de taxones utilizados. Se ha argumentado que un muestreo

extensivo tiene un efecto positivo e importante en la precisión de la estimación filogenética (Zwickl et

al., 2002). Sin embargo, aumentar el número de taxones simplemente no es posible, debido a la falta de

taxones existentes para muestrear, la dificultad que implica acceder a los sitios de colecta, etc. Este

último parece ser el caso del complejo Astyanax mexicanus.

Debido al difícil acceso a las poblaciones, el número de cuevas y de superficie utilizadas en la

mayoría de trabajos anteriores ha sido limitado (Avise & Selander, 1972; Dowling et al., 2002; Strecker

et al., 2003, 2004; Strecker et al., 2012; Coghil et al., 2014; Fumey et al., 2018; Herman et al., 2018), lo

que dio lugar en algunos casos a interpretaciones sesgadas sobre la evolución de este complejo.

Un buen ejemplo de lo anterior es la idea de la extinción de las poblaciones de superficie del

linaje viejo (Bradic et al., 2012), y que las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra eran un relicto

de esas poblaciones de superficie. Sin embargo, en este trabajo encontramos que las poblaciones de

superficie de río Gallinas, río Rascón, río Tamasopo y río Peroles formaron un clado monofilético (fig.

2, clado 2E), sin evidencia de mezcla con el resto de poblaciones de superficie (figura 4, B). Este clado
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resultó ser el grupo hermano de las Poblaciones Cueva de la Sierra de El Abra, y sugiere que estas

poblaciones son remanentes del proceso de invasión a las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra.

Previamente, se planteó la posibilidad de que estas poblaciones de superficie hubieran quedado

aisladas, debido a los procesos erosivos que hicieron descender los valles circundantes. Estos procesos

erosivos habrían dejando a estas poblaciones de superficie aisladas a través de la Cascada de Tamúl

(Espinasa & Espinasa, 2016). Actualmente, esta caída vertical aísla la corriente río arriba de los

drenajes inferiores, los cuales están habitados por las poblaciones de superficie del linaje 1 (i.e. linaje

nuevo). En este trabajo, a través de un amplio muestreo de las poblaciones de superficie de la región de

La Huasteca, el aislamiento geográfico de las poblaciones de superficie del linaje 2 (i.e. linaje viejo), y

su relación con las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra, fue comprobada a través de la

reconstrucción por máxima verosimilitud, soportado con altos valores de soporte, y congruente con los

análisis de estructura poblacional, tanto de ADMIXTURE (fig. 4 B) como de DAPC (figura 4 A).

Estructura y Flujo Genético de las Poblaciones Troglobias de la Sierra de El Abra

Mitchell, Russell y Elliot (1977) propusieron la existencia de un drenaje subterráneo que dividía

a la Sierra de El Abra en diferentes sistemas, como resultado de cambios en la elevación ancestral y

reciente. En años posteriores, a través de trabajos de espeleología y exploración de las cuevas de esta

región, se confirmó el alto grado de conectividad a través de canales de agua subterránea, presentes

entre las poblaciones de cueva (Elliot, 2018), lo que permitió clasificar en diferentes sistemas

hidrológicos la región de El Abra (Elliot 2018).

Esta propuesta de conectividad entre poblaciones de cueva a través de canales subterráneos, ha

sido apoyada parcialmente por algunos estudios moleculares (Strecker et al. 2012, Bradic et al., 2012;

Herman et al., 2018). Sin embargo, este estudio es el primero en incluir un muestreo exhaustivo de las

poblaciones de cueva de la región de El Abra (14 poblaciones de cueva), permitiendo poner a prueba la

extensión de dicha conectividad entre cuevas. En este trabajo se encontró que la asignación genética
46



recuperada con el programa ADMIXTURE, para las poblaciones del complejo Astyanax mexicanus, es

congruente con los sistemas hidrológicos propuestos por Elliot (2018).

Para la Sierra de El Abra, existen cuatro sistemas diferentes que pueden clasificarse de acuerdo

a sus conexiones hidrológicas:

1) La región más al norte de la Sierra de El Abra. Esta región está ubicada en El Valle de Antiguo

Morelos. Cerca de Praxedis Guerrero, en el estado de Tamaulipas, México. Esta región capta agua a

través de dos afluentes: Arroyo El Lagarto, que drena al norte del río Capote y del Río Ocampo hacia el

sur, a Río Valles. Las conexiones hidrológicas subterráneas conectan a las poblaciones de cueva El

Pachón, y Venadito (Elliot, 2018). En este trabajo, este sistema hidrológico es recuperado dentro del

clado 2A en la reconstrucción filogenética (fig. 2 A).

2) El sistema de Yerbaniz. Este sistema está compuesto por tres cuevas hidrológicamente

relacionadas: Sótano de Yerbaniz, Sótano de Matapalma y Sótano de Japonés. De ellas,Yerbaniz es la

más joven en tiempos geológicos, y probablemente la más activa hidrológicamente de este sistema.

Estas poblaciones se ubican a 19.5 – 22.0 km de Ciudad Valles en el estado de San Luis Potosí, México

(Elliot, 2018).En este trabajo, este sistema hidrológico es recuperado dentro del clado 2B en la

reconstrucción filogenética (fig. 2 A).

3) El sistema de Los Sabinos. Este es un sistema de tres cuevas que comprende las poblaciones Cueva

de Los Sabinos, Sótano del Arroyo y Sótano de la Tinaja, las cuales han sido confirmadas como

sistemas hidrológicamente conectados. Sin embargo se ha sugerido que el sistema podría incluir todas

las cuevas del área, hasta el Sótano de la Palma Seca, (incluyendo dentro de este sistema al Sótano del

Tigre, Sótano de la Roca, El Sotanito de Montecillos, El sótano de Pichijumo, El Sótano de Jos, El

Sótano de las Piedras y el Sótano de la Palma Seca). Estas poblaciones se ubican a 2.8 km de Ciudad

Valles en San Luis Potosí (Elliot, 2018). En este trabajo, este sistema hidrológico es recuperado dentro

del clado 2C en la reconstrucción filogenética (fig. 2).
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4) La región Sur de la Sierra de El Abra. Este sistema se encuentra en el extremo sur de la Sierra de

El Abra, aproximadamente a 200 m del Río Tampaón en el estado de San Luis Potosí, México. Este

sistema está conectado hidrológicamente entre las poblaciones de Cueva Chica, Cueva los Cuates,

Cueva Chiquitita y cueva de El Toro (Elliot, 2018; Espinasa,2020). En este trabajo, este sistema

hidrológico es recuperado dentro del clado 2D en la reconstrucción filogenética (fig. 2).

Estructura y Flujo Genético de las Poblaciones Troglobias de la Sierra de Guatemala

Las conexiones hidrológicas subterráneas propuestas por Elliot (2018), Para la Sierra de

Guatemala,dividen a las 5 poblaciones de cuevas de esta región, en 2 sistemas diferentes.

1) El sistema de Gómez Farías. Esta región está localizada geográficamente en el valle Este de

Gómez Faríaz, Tamaulipas, entre La Sierra de los Mangos, y la Base de la Sierra de Guatemala. De

norte a sur, las poblaciones de cueva de Astyanax mexicanus en este sistema hidrológico son el Sótano

de Jineo, El Sótano del Molino y el Sótano Escondido, estando integradas a una red conjunta de drenaje

subterráneo que podría estar siendo alimentada por el Río Nacimiento, Río Florido y Río Frío. Esta

conexión subterránea propuesta por Elliot (2018), fue recuperada por nuestros análisis de

ADMIXTURE (figura 4, B) y DAPC (figura 4 A), y debido a que es la primera vez que se incorporan

las poblaciones de cueva de Jineo y Escondido en análisis moleculares, pudimos detectar una

diferenciación de la población del Sótano Escondido, de las otras dos poblaciones de esta región, lo que

podría estar relacionado con un proceso de deriva génica que deberá ser estudiado más adelante.

2) El sistema de Chamal-Ocampo. Este sistema se encuentra próximo al Nacimiento del Río Frío, a

un costado del poblado de Chamal en el estado de Tamaulipas. Las cuevas que conforman este sistema,

de norte a sur, son: Cueva de Bee, Sótano de Caballo Moro y Sótano de Vásquez. Las primeras dos

poblaciones están en el valle formado por la Sierra Cucharas, y la Sierra de Guatemala, mientras que el

Sótano de Vásquez se encuentra en la parte norte de la Sierra de Tamalave. Las poblaciones están

conectadas hidrológicamente y los cuerpos de agua de esta región desembocan en el Nacimiento de río
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Frío, excepto Vásquez, que desemboca en el río Ocampo. Este estudio es el primero en caracterizar

molecularmente a la población del Sótano de Vázquez, lo cual sin duda ha permitido corroborar la

afinidad genética de esta población con la población de Caballo Moro, geográficamente cercana.

Cabe resaltar que algunos de los sistemas hidrológicos, tanto de la Sierra de Guatemala como de

la Sierra de El Abra, presentan evidencia de entremezcla entre sistemas hidrológicos geográficamente

cercanos (fig. 4 B), por ejemplo, entre los sistemas de Gómez Farías y Chamal-Ocampo en la Sierra de

Guatemala y entre los sistemas de Yerbaniz y Sabinos en la Sierra de El Abra. Adicionalmente, la red

filogenética (figura 3) muestra cierto grado de reticulación entre las poblaciones del sistema norte de la

Sierra de El Abra, (clado 2A) y el sistema de Yerbaniz (clado 2B), así como entre las poblaciones de

los sistema de Gómez-Farías (clado 1E ) y Chamal-Ocampo (clado 1D). Esto sugiere la presencia de

intercambio genético entre sistemas.

Previamente se ha encontrado evidencia de la migración entre estos sistemas hidrológicos en

otras especies troglobias. Por ejemplo, el nicotélido troglobio Anelpistina quinterensis, ha sido

reportada por Espinasa (2007) en la Cueva de Pachón (sistema norte de la Sierra de El Abra) y Sótano

de Yerbaniz (sistema Yerbaniz). Se piensa que este nicotélido ha migrado a través de las conexiones

subterráneas entre estos sistemas, para alcanzar y establecer las poblaciones actuales en los últimos

12,000 años (Espinasa 2007; Espinasa et al., 2014). La evidencia de entremezcla entre sistemas

hidrológicos geográficamente cercanas, dentro de la Sierra de El Abra, ha sido evaluada previamente

(Bradic et al., 2012; Strecker et al.,2012; Herman et al., 2012), pero hasta ahora, no se había encontrado

una señal tan clara entre los patrones de estructuración genética poblacional y las conexiones

hidrológicas propuestas (Espinaza & Espinaza 2015; Elliot, 2018; Espinasa et al., 2020)⁠. Debido a la

amplia conectividad entre las cuevas y la amplitud de los cambios geológicos a lo largo de la historia

hidrogeológica (Elliot, 2018), es bastante probable que las especies adaptadas a la vida en las cuevas,

incluidas las poblaciones de cueva del complejo Astyanax mexicanus, migren a través de gran parte de

la región de El Abra (Herman et al., 2018).
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Estructura y Flujo Genético de las Poblaciones Troglobias de la Sierra de la Colmena

Para la Sierra de la Colmena, se ha propuesto que las poblaciones de Cueva del Río Subterráneo

(este trabajo), la Cueva de Otates y la Cueva Lienzo (Elliot, 2018) están conectadas hidrológicamente

en el sistema de Micos. Este sistema se localiza a 1.5 km de Ciudad Valles en San Luis Potosí, en la

Sierra de San Dieguito, al este de la Sierra de la Colmena. Las cuevas de esta región están en un valle

cercano a 10 km al suroeste de Micos, en el río Salto, el cual se transforma en el Río Valles después de

fluir hacia la Sierra de Guatemala. El sistema hidrológico recibe el flujo del Arroyo La Pagua.

Según nuestros resultados, la población de cueva de Subterráneo presenta evidencia de

entremezcla con las poblaciones de superficie del linaje 1 (i.e. linaje nuevo), y con algunas poblaciones

de cueva de la Sierra de El Abra (fig. 4 B). Hasta la fecha, no se ha reportado ninguna conexión

subterránea entre la Sierra de El Abra y la Sierra de La Colmena. Adicionalmente, la evidencia de flujo

génico contemporáneo entre poblaciones de cuevas alopátricas es escasa (Trontelj, 2018). La mayoría

de los casos conocidos de migración reciente entre poblaciones no vecinas conllevan la posibilidad de

dispersión a través de la superficie, incluso si la especie es un habitante de cuevas obligado (Trontelj,

2018). Dada la gran separación geográfica entre La Sierra de El Abra y la Sierra de La Colmena, la

dispersión entre individuos de cuevas de ambas regiones es muy poco probable.

La evidencia de entremezcla de la población de cueva Subterráneo, con las poblaciones de

superficie de linaje 1 y las poblaciones de cueva de la Sierra de El Abra, puede explicarse a través de

los procesos de deriva y flujo génico. Durante su existencia, las población de cueva tienden a perder

parte de su diversidad genética debido a los procesos de deriva; esto está controlado por factores

endógenos como el tamaño efectivo, el sistema de apareamiento y la demografía (Trontelj, 2018). Por

otra parte, la configuración genética de las poblaciones de la cueva de Astyanax resulta en parte del

intercambio genético en curso con las poblaciones de la superficie. La población de Subterráneo recibe

un gran número de migrantes por parte de las poblaciones de superficie y se ha observado la presencia
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de fenotipos intermedios, resultado de la introgresión con las formas epígeas (Dowling et al., 2002;

Bradic et al., 2012; Bibliowicz et al., 2013). La disminución del tamaño efectivo en las poblaciones de

cueva, aumenta la probabilidad de fijar los alelos en pocas generaciones (Kimura et al, 1969), por lo

que, el pool genético de la población de cueva de Subterráneo podría ser un subconjunto de los alelos

de las poblaciones de superficie debido al flujo génico, como ha sido propuesto previamente (Bradic et

al., 2012), explicando además la evidencia de introgresión de estos alelos en las poblaciones de cueva

de la Sierra de El Abra.

En trabajos futuros, la colecta de individuos de las poblaciones de cueva de Otates y Lienzo

permitirá evaluar la conectividad entre estas poblaciones con la cueva de Subterráneo, así como la

presencia de migrantes por parte de las poblaciones de superficie.

Incongruencia Filogenética, Evolución Reticular y Flujo Génico Histórico en A. mexicanus

Una de las premisas centrales de la filogenética es que existe un patrón jerárquico en la relación

de los organismos, que se puede inferir al observar y analizar caracteres homólogos, moldeados por la

historia evolutiva (Dávalos et al., 2012). Aunque la mayoría de los caracteres de un organismo

comparten una historia evolutiva común, las tasas de cambio diferenciales y los mecanismos evolutivos

que impulsan esas tasas, producen filogenias conflictivas -filogenias inferidas que se diferencian entre

sí en uno o más caracteres- (Wendell & Doyle, 1998; Dávalos et al., 2012). Con la proliferación de

nuevas herramientas moleculares, estos conflictos filogenéticos se han vuelto más evidentes, y con

frecuencia, son la norma más que la excepción (Wendell & Doyle, 1998; Dávalos et al., 2012).

En Astyanax mexicanus, existen claras diferencias entre los árboles obtenidos a partir de

caracteres morfológicos (Schmitter-Soto, 2016; Schmitter-Soto, 2017), mitrocondriales (Strecker et al.,

2003; Strecker et al., 2004; Ornelas-García et al., 2008; Strecker et al., 2012), nucleares,

(Ornelas-García et al., 2008; Bradic et al., 2012) y genómicos (Coghill et al., 2014; Herman et al.,
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2018; este trabajo). Esta incongruencia filogenética puede reflejar uno o más procesos biológicos

subyacentes, como eventos de hibridación, introgresión, sorteo incompleto de linajes, etc. (Wendell &

Doyle, 1998; Mallet et al., 2016). Adicionalmente, en especies con divergencia reciente, a menudo se

presentan barreras reproductivas incompletas, por lo que éstas pueden llegar a hibridar en simpatría

(Fontaine et al., 2015). La introgresión entre las poblaciones de cueva y superficie en Astyanax se ha

reportado ampliamente en la literatura (Strecker et al., 2004; Bradic et al., 2012; Strecker et al., 2012) y

junto con los tiempos rápidos de divergencia estimados (Fumey et al., 2018; Herman et al., 2018), es

probable que estas sean las causas más comunes de la incongruencia filogenética en este grupo.

Dado la compleja historia evolutiva de A. mexicanus, se evaluaron en este trabajo las relaciones

de ancestría del complejo, construyendo una red filogenética utilizando el método ‘Neighbor-Net’

(Bryant et al., 2006) implementado en SplitsTree4 (Huson, 2006). En esta red se encontró un patrón

claramente no jerarquizado (esto es, en forma de árbol filogenético), que señala posibles eventos de

introgresión entre taxones. Este patrón es similar al encontrado en otros taxones, y se asocia a la

divergencia temprana de los grupos (Kelly et al., 2008; Lecaudey et al., 2018). En este sentido, es

posible que el patrón reticular de la red filogenética sea evidencia indirecta de un proceso de

divergencia reciente entre los linajes, como se ha propuesto en trabajos previos (Fumey et al., 2018,

Herman et al., 2018).

También existe evidencia de patrones evolutivos reticulados mucho más profundos, al

considerar los eventos históricos de introgresión. En algunos taxones, se ha inferido que estos eventos

afectan gran parte del genoma, generando conflicto filogenético, porque tienden a reducir la

divergencia entre los taxa (Fontaine et al., 2015; Mallet et al., 2016). A través del análisis de Treemix,

hemos podido recuperar al menos cuatro eventos de flujo genético ancestral en Astyanax mexicanus

(fig. 5 A). Al eliminar los individuos con evidencia de entremezcla en el análisis de Admixture (fig 4

B), pudimos visualizar la naturaleza ancestral de los eventos de flujo génico ancestral, los cuales están

indicados por la posición de la flecha de migración a lo largo de las ramas (fig. 5 A), en lugar de las
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puntas, en la reconstrucción. Estos eventos de flujo génico ancestral muestran que los eventos de

colonización por parte de los peces de superficie hacia los ambientes de cueva han ocurrido en

múltiples momentos de la historia evolutiva, pero en este trabajo fue posible poner un marco temporal

de estos eventos de flujo génico, con respecto a la divergencia de las diferentes poblaciones.

Adicionalmente, el peso de los eventos de migración (fig 5, A) entre las diferentes poblaciones no es

similar, lo que significa que algunas poblaciones de cueva han sido más propensas que otras a la

entrada de peces de superficie.

Para el sistema de la región norte de la Sierra de El Abra (Cueva de Pachón, cluster 6), se ha

reportado con anterioridad la presencia de eventos de hibridación que involucran poblaciones de

superficie de linaje nuevo, mediante observaciones de campo (Avise & Selander, 1972; Mitchell et al.,

1977) y datos moleculares (Dowling et al., 2002; Strecker et al., 2003; Ornelas-García et al., 2008;

Ornelas-García & Pedraza-Lara, 2015; Strecker et al., 2012;Herman et al., 2018).

Para la región sur de la Sierra de El Abra, tanto la prueba de entremezcla con ADMIXTURE,

como la evaluación del flujo génico ancestral en Treemix, sugiere la evidencia de entremezcla entre las

poblaciones al sur de la Sierra de El Abra (poblaciones de Chica, Chiquitita y Toro, cluster 3) con otras

poblaciones de superficie del linaje 1. La población de cueva Chiquitita corresponde con la población

de cueva más cercana al río Tampaón, y ésta a su vez se encuentra a una distancia de 1.25 km de la

población de cueva Chica (Espinasa y Espinasa., 2020). Esto hace muy plausible que estas poblaciones

puedan estar conectadas con la población de superficie de forma intermitente en la temporada de

lluvias (Elliot 2018; Espinasa y Espinasa, 2020).

También se encontró evidencia de que las poblaciones de Astyanax al sur del TMVB han

cruzado esa barrera geográfica. En otros trabajos también se ha encontrado un patrón de introgresión

similar entre las poblaciones de A. mexicanus y A. aeneus, en las cuencas del Pánuco y del Papaloapan
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(Strecker et al.,2011; Pérez-Rodríguez et al., 2021). Estos resultados, junto con los de este trabajo, dan

evidencia de la mezcla genética entre poblaciones, a pesar del obstáculo físico que presenta el TMVB.

En este trabajo no encontramos evidencia de flujo génico ancestral entre las diferentes regiones

de las poblaciones de cuevas. Este resultado contrasta con el de Herman y colaboradores (2018),

quienes habían reportado el intercambio genético entre las poblaciones de Cueva del Molino (Sierra de

Guatemala, linaje 1) y cueva de La Tinaja (Sierra de El Abra, linaje 2), y sugieren que éste habría

surgido como producto de conexiones subterráneas entre las estas cuevas, a pesar de las considerables

distancias geográficas (170 km de distancia aprox.).

A pesar de la evidencia de los eventos de flujo génico entre las poblaciones de cueva y de

superficie, el que la identidad fenotípica de los peces de cueva se ha mantenido en éstas a pesar del

contacto secundario y la hibridación es notable. Se ha propuesto en diferentes trabajos que la evolución

regresiva en Astyanax mexicanus puede explicarse ya sea a través de procesos de selección natural,

eventos de mutación recurrente, con deriva genética y pleiotropía (Protas et al., 2007; Borowsky, 2015;

Cartwright et al., 2017). Estas fuerzas directrices del fenotipo de cuevas no son mutuamente

excluyentes. Se ha probado que la pérdida de la visión se ha producido a través de procesos de

selección (Yamamoto et al., 2004; Borowsky, 2015; Wilkens 2020), mientras que la disminución en el

número de melanóforos se debió principalmente la combinación de mutaciones recurrentes con deriva

genética, o indirectamente a través de pleiotropía (Protas et al., 2007, Borowsky, 2015). Sin embargo,

contar con una hipótesis filogenética robusta, podrá dar marco a los procesos y patrones que han dado

lugar a la evolución de las formas troglobias en este género.
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Conclusiones

● La hipótesis filogenómica generada en este trabajo sugiere que la evolución de las poblaciones

de cuevas de A. mexicanus ha ocurrido en tres ocasiones distintas, de manera parafilética (en

dos linajes diferentes).

● La estructura genética de las poblaciones de cueva de A. mexicanus está fuertemente

influenciada por los sistemas hidrológicos (i.e. poblaciones de cueva geográficamente cercanas,

conectadas a través de pasajes subterráneos), descritos previamente para la Sierra de Guatemala,

la Sierra de El Abra y la Sierra de la Colmena (Elliot, 2018), lo cual corresponde con un claro

patrón biogeográfico. En algunos casos, es posible observar la evidencia de entremezcla entre

dichos sistemas, la cual pueden explicarse a través de conexiones intermitentes asociadas a

pulsos hidrológicos en los sistemas.

● El flujo génico entre las poblaciones de cueva y superficie ha ocurrido en múltiples ocasiones a

lo largo de la historia evolutiva del complejo. Éste es distinto entre diferentes poblaciones y el

peso de este flujo está determinado en cierta medida de la cercanía de las poblaciones de

superficie a la entrada de las cuevas (como en el caso de la población de la cueva de Chica).
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