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[. Resumen

Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae son representantes de la familia Goodeidae, un grupo de
peces endémicos del Centro de México. Cada una de las tres especies se encuentran aisladas en
cuerpos de agua independientes: el Lago de Patzcuaro, el lago de Zirahuén y la subcuenca del rio
Cupatitzio respectivamente. De acuerdo a la situacion particular del rango de distribucion, se
esperaria una estructura genética bien diferenciada entre si. Sin embargo estas especies se
encuentran estrechamente relacionadas genética y morfolégicamente y por consecuencia, son un
grupo con alta complejidad taxonémica y biogeogréfica. El objetivo de este estudio es determinar
le historia evolutiva de las tres especies bajo la hipétesis de que su actual distribucidon esta
estrechamente vinculada a la historia geoldgica de la regién. Se utilizaron marcadores moleculares
con tasas de mutacion variables (Citocromo b y Microsatélites) que han demostrado su capacidad
de resolucién intraespecifico y a nivel de individuo, respectivamente. Se obtuvieron 109
secuencias del gen mitocondrial Citocromo b (Cytb 1140pb) y 96 genotipos de 7 loci de
microsatélites en las tres especies. Se implementaron andlisis para la reconstruccion filogenética,
filogeografica, nivel de estructura genética, de demografia histérica de las especies y modelos de
prediccién de nicho ecoldgico hacia el pasado y futuro. En base al Cytb, las distancias genéticas
(0.3-0.6%) son menores que las reportadas entre especies hermanas de la familia (1.7-11%).
Todas las poblaciones de A. catarinae tienen un Unico haplotipo en 52 individuos, indicativo de un
efecto fundador o un cuello de botella recurrente. Esta especie no comparte ningin haplotipo con
las otras dos. El otro haplogrupo est4 conformado por A. diazi y A. meeki y no se resuelve como
monofilia reciproca, donde A. diazi es la més diversa con 5 haplotipos en 35 individuos y comparte
dos haplotipos con A. meeki. Esta ultima soélo tiene 3 haplotipos en 22 individuos analizados. Los
microsatelites mostraron un nivel de estructuracion genética bajo pero significativo entre las
especies (F5=0.113). La diferenciacién genética mas alta se encontrd entre A. catarinae respecto
de A. diazi y A. meeki (Fs=133 y F4=109, respectivamente). A través de Inferencia Bayesiana se
observo un nivel de estructura genética no clara en la que no se identifican grupos genéticos bien
definidos. La hipotesis de hibridacién fue descartada ya que no se encontrd tasa de migracion
significativa, y diversidad genética y distancias genéticas no fueron lo suficientemente altas dentro
del complejo. Por lo tanto, A. diazi, A. meeki y A. catarinae comprenden un complejo de especies
incipientes que se han separado pero que aun no pasa el tiempo suficiente para que diverjan
genéticamente. El tiempo de divergencia del complejo respecto a su grupo hermano A.
zacapuensis fue de 1 millébn de afios, congruente con los eventos de separacion de Zacapu y el
lago de Patzcuaro. El tiempo de separacion estimado para A. diazi y A. meeki est4 dentro de los
Ultimos 7,000 congruente con los eventos geolégicos que posiblemente separaron al lago de
Patzcuaro y Zirahuén: La formacion y colapso del volcan el Estribo (en los tltimos ~30,000 afios) y
la formacién del volcdn La Taza (~8,000 afos). Dicha conexion también es soportada con la
ictiofauna que se comparte entre ambos lagos y trabajos con genéticos previos con otras
especies. Sin embargo, el tiempo de separacién de A. catarinae se estimo para los ultimos 8,000
afios siendo con mayor probabilidad hace 1,800 afios y no es congruente con ningdn evento
geoldgico y climatico, ni tampoco exite congruencia ictiofaunistica. La diversidad genética y el nivel
de diferenciacion dentro del complejo A. diazi estd asociado a cambios demogréficos historicos.
Se identificaron cuellos de botella para cada una de las especies soportados por los desvios
significativos del equilibrio de Hardy-Weinberg por pérdida de heterocigosis con altos niveles de
endogamia (>0.14; P<0.05). El descenso en el tamafio efectivo poblacional histérico de A. diazi
tras la separacion de A. meeki estd influenciado al cambio climatico y la actividad humana.
Mientras que los eventos que separaron a A. meeki afectaron a dicha especie en menor
intensidad. Los tiempos de separacion de A. Catarinae son congruentes con los asentamientos
humanos de la region durante los ultimos 2,300 afios por lo que es indicativo de que A. catarinae
es producto de un evento de efecto fundador mediado por el hombre. El cuello de botella
identificado est4 asociado al efecto fundador y pudo contribuir a la rapida fijacion de un haplotipo
mitocondrial ancestral o que pertenece a las poblaciones posiblemente extirpadas de Péatzcuaro y
Zirahuén. Dado que A. diazi y A. meeki no han divergido genéticamente y su separacion ha sido
por procesos naturales, se sugiere que se les considere como subespecies de A. diazi (A. diazi
diazi y A. diazi meeki), con una poblacion introducida en la subcuenca del rio Cupatitzio. En suma,
se identificaron sélo dos Unidades Operacionales de Conservacion que deben tener importante
atencion puesto que no se les considera Areas Naturales Protegidas y no existen programas para
su conservacién. Se observo que A. diazi es vulnerable a las fluctuaciones climaticas y en el futuro
se podria ver afectada puesto que posiblemente existe una reduccién de sus areas potenciales.
Se debe evaluar el efecto de la translocacion de A. diazi en el rio Cupatitzio.



[I. Summary

Allotoca diazi, A. meeki and A. catarinae are Goodeidae family representatives, a group of fish
endemic to central Mexico. Each of the three species are isolated in separate water bodies:
Lake Patzcuaro, Lake Zirahuén and Cupatitzio subwatershed respectively. According to the
situation of the distribution range, we would expect a genetic structure distinct from each other.
However, these species are closely related genetically and morphologically and consequently,
they are a group with high taxonomic and biogeographic complexity. The aim of this study is to
determine the evolutionary history of the three species under the assumption that the current
distribution is closely linked to the geological history of the region. Molecular markers were used
with variable mutation rates (Cytochrome b and microsatellites) that have demonstrated their
ability to solve intraspecific and individual level, respectively. 109 sequences were obtained
mitochondrial Cytochrome b gene (Cytb 1140pb) and 96 genotypes of 7 microsatellite loci in
three species. Were implemented for phylogenetic reconstruction, phylogeographic, level of
genetic structure, historical demography analysis of species and prediction models of ecological
niche in the past and future. Based on Cytb, genetic distances (0.3-0.6%) are lower than those
reported among sister species of the family (1.7-11%). All populations of A. catarinae have one
haplotype in 52 individuals, indicative of a founder effect or recurrent bottleneck. This species
does not share any haplotype with the other two species. The other haplogroup is formed by A.
diazi and A. meeki and not resolved as reciprocal monophyly, where A. diazi is the most diverse
with five haplotypes in 35 individuals and shared two haplotypes with A. meeki. The latter only
has 3 haplotypes in 22 individuals analyzed. The microsatellites showed a low level but
significant genetic structure among species (Fg= 0.113). The highest genetic differentiation was
found between A. catarinae respect to A. diazi and A. meeki (Fs=133 and F¢ =109,
respectively). Through Bayesian inference was observed unclear genetic structure which no
well-defined genetic groups were identified. The hybridization hypothesis was discarded since
no significant migration rate was found, and genetic diversity and genetic distances were not
sufficiently high within the complex. Therefore, A. diazi, A. meeki and A. catarinae comprise an
incipient species complex separated but with not enough time to diverge genetically. The
divergence time of the complex with respect to its sister group A. zacapuensis was of 1 million
years, consistent with the separation events Zacapu and Lake Patzcuaro. The separation time
estimated to A. diazi and A. meeki is within the last 7,000 consistent with geological events
possibly separated at Lake Patzcuaro and Zirahuén: The formation and collapse of volcano El
Estribo (last ~30,000 years) and the formation of the volcano La Taza (~8,000 years). This
connection is also supported with the fish fauna shared between the two lakes and with
previous genetic work with other species. However, the separation time of A. catarinae was
estimated for the last 8,000 years being more likely to 1.800 years ago and is not consistent
with any geologic and climatic event, nor there is ictiofaunistic congruence. Genetic diversity
and the level of differentiation within the complex A. diazi is associated with historical
demographic changes. Bottlenecks effects were identified for each of the species supported by
significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium for heterozygosity lack with high levels
of inbreeding (> 0.14, P <.05). The decrease in the effective population size history of A. diazi
after separation of A. meeki is influenced by climate change and human activity. While the
events that separated A. meeki affecting that species with less intensity. Separation times A.
catarinae are consistent with human settlements in the region during the last 2.300 years so it is
indicative that A. catarinae is a producto of a founder effect event mediated by man. The
bottleneck identified is associated with the founder effect and could contribute to the rapid
fixation of a ancestral mitochondrial haplotype or belonging to possibly extirpated populations of
Patzcuaro and Zirahuén. Since A. diazi and A. meeki have not diverged genetically and their
separation has been by natural processes, it is suggested to be considered as subspecies of A.
diazi (A. diazi diazi and A. diazi meeki), with 4 introduced populations in Cupatitzio
subwatershed. In sum, we identified only two Conservation Operational Units that should be
important attention since they are not considered Protected Natural Areas and there are no
programs for their conservation. Was observed that A. diazi is vulnerable to climatic fluctuations
and could be affected in the future since there is possibly a reduction in potential areas. They
should evaluate the effect of translocation of A. Cupatitzio diazi in the river.
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[II. Introduccion

El centro de México (sensu Dominguez-Dominguez y Pérez-Ponce de Leon,
2009) cuenta con una extraordinaria diversidad ictica, sin embargo, su
importancia no radica solamente en dicha diversidad, sino en la riqgueza de
endemismos que es resultado de la variada y accidentada fisiografia, derivada
de la antigua e intensa actividad tecténica y volcanica de la zona. Aunado a lo
anterior, otros factores como la posicidon geografica de México y su historia
climatica y biogeografica han influido en la conformaciéon de la inusual
diversidad ictica (Webb et al., 2004). Esta region cuenta con aproximadamente
100 especies nativas de peces, el 70% de las cuales son endémicas (Miller et
al. 2005). Dentro de los grupos de peces mas representativos se encuentra la
familia Goodeidae, la cual se divide en dos subfamilias; la Empetrichthynae y
Goodeinae, esta Ultima endémica del centro de México.

La subfamilia Goodeinae tiene sus origenes durante el Mioceno (Dominguez-
Dominguez et al. 2006), tras la alta actividad tecto-volcanica en la Sierra Madre
Occidental. Esta actividad estd asociada a la apertura del Proto-Golfo de
California (~12MA) (Aranda-Gomez et al. 2000) y a cambios climaticos que
trajeron consigo la desertificaciéon del noroeste de México y la formacion del
desierto de Sonora (~11.5MA) (Parenti, 1981; Philips y Wentworth, 2000).

Es por ello que los goodeinos han resultado ser un excelente modelo para
probar hipétesis paleohidrolégicas en dicha region de gran importancia
biolégica y econdmica. Los patrones de distribucion de algunas especies de la
subfamilia, que se encuentran aislados en cuencas hidrogaficas
independientes, sugieren posibles conexiones entre las cuencas en el pasado.
Tres especies del género Allotoca (el mas diverso de la subfamilia Goodeinae)
estan estrechamente relacionadas genética y morfologicamente, las cuales se
encuentran dentro de una fuerte controversia taxonémica (De Buen, 1942;
Alvarez, 1959; Webb et al. 2004; Doadrio y Dominguez-Dominguez, 2004;
Dominguez-Dominguez et al. 2012). La primera de ellas es Allotoca diazi
(Meek, 1902), cuya distribucion se restringe al lago de Patzcuaro, la segunda
es A. meeki (Alvarez, 1959), endémica de la cuenca de Zirahuén y que
actualmente so6lo se encuentra en el manantial de Opopeo y tributarios del
mismo, por ultimo A. catarinae (De Buen, 1942) restringida al rio Cupatitzio
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(Uruapan) en la cuenca del Rio Balsas.

Para explicar el fenobmeno de especiacion en estas tres especies se han
propuesto dos teorias que intentan explicar la conexion y asilamiento entre los
distintos cuerpos de agua donde habitan. Por un lado se ha mencionado que el
sistema del Bajo Lerma, Cuitzeo, Patzcuaro y Zirahuén, se encontraban
conectados en el pasado (De Buen, 1943). Por el otro, se menciona que existia
un afluente que conectaba al rio Cupatitzio con Zirahuén y Patzcuaro, hasta
llegar a Zacapu (Alvarez, 1972).

Por otro lado, las técnicas moleculares, en combinacion con los métodos en
biogeografia, genética y sistematica, han permitido estudiar la variacion
genética en la subfamilia, la variacion entre las poblaciones, la dinamica
poblacional, el origen de barreras reproductivas y demas procesos evolutivos.
A través de marcadores moleculares, se han cuestionado las conexiones
recientes entre los lagos de Zirahuén, Patzcuaro, Zacapu y Cuitzeo (Doadrio y
Dominguez-Dominguez; 2004; Dominguez-Dominguez et al. 2008; Pérez-
Rodriguez et al. 2009; Dominguez-Dominguez et al. 2010). Sin embargo se
han reportado resultados contradictorios encontrado congruencias e
incongruencias con las hipétesis de conexion y desconexion de estos cuerpos
de agua propuestas por De Buen (1944) y Alvarez (1972).

Es por ello que en la presente investigacion tiene por objeto describir la historia
evolutiva de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a través del uso técnicas
moleculares. Para ello, se utilizan marcadores moleculares neutros del ADN
mitocondrial (Gen Citocromo b-Cytb) es decir, que la mayor parte de su
variacion es debida sélo a deriva genética, estos marcadores son considerados
conservados, por lo que la informacién en relacién a la historia evolutiva de la
especie recae en un contexto historico evolutivo. Con la finalidad de tener una
mayor resolucion historica en las relaciones entre especies o poblaciones, se
planteo la utilizacion de marcadores moleculares menos conservados, Somo
son los marcadores nucleares de tipo microsatelite (Loci de Microsatélites)que
se ha demostrado que tienen tanto resolucion interespecifica como
intraespecifica, aportando informacion en una escala de tiempo evolutivo
mucho menor. De esta forma se puede obtener informacién histérico evolutiva
en un rango de tiempo que varia en millones de afios (Cyt-b) hasta la historia

demografica reciente de las especies o poblaciones en escalas que varian en
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cientos o miles de afios (loci microsatélites)

Mediante el uso de estos dos marcadores se pretende comprender los
patrones de diversificacion de este grupo de especies, su historia evolutiva,
resolver las incertidumbres taxondmicas, asi como la historia natural del lugar
donde habitan. Aunado a lo anterior se podrian proponer criterios para la

conservacion desde una base genética.
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[V. Antecedentes

4.1 Sistemética y Taxonomia de la Subfamilia Goodeinae

La subfamilia Goodeinae esta conformada por 19 géneros y aproximadamente
41 especies (Dominguez-Dominguez et al. 2008). Alrededor de la mitad de las
especies de goodeinos fueron descritas durante 1837 y 1904, siendo
Girardinichthys viviparus (Bustamante, 1837) la primera especie descrita dentro
de lo que hoy es la subfamilia Goodeinae. Seguidas por las descripciones que
se dieron durante la segunda mitad del siglo XIX y comienzos del siglo XX
(Bean, 1887 y 1892; Meek, 1902 y 1904; Jordan y Gilbert,1882), momento en
el cual las especies que conforman la subfamilia Goodeinae fueron incluidas
dentro de los Cyprinodontidae (Garman, 1895; Regan, 1906-1908) vy
Poecilidae (Jordan y Evermann, 1896; Meek, 1902, 1904). No fue hasta dos
décadas mas tarde en que se reconocié por primera vez a la subfamilia
Goodeinae como un grupo natural (Carl Hubbs, 1924) y mas tarde se realiz6 el
primer estudio sistematico del grupo, enfatizando en las diferencias
morfolégicas con respecto a otros Ciprynodontiformes (Hubbs y Turner,1939).
Aln asi, el género llyodon; actualmente un género perteneciente a la
subfamilia Goodeinae, era incluida dentro de la familia Poecilidae (Webb,
1998). Posteriormente, se realizd una revision en la cual se concluyé que dada
la alta variabilidad en las estructuras morfolégicas, la informacién que aportaba
la morfologia no era suficiente para estudiar las relaciones filogenéticas (Miller
y Fitzsimons, 1971). Alun asi, estos Ultimos no propusieron una reclasificacion
del grupo.

Las sinonimias de los taxa previamente descritos era evidencia clara de que
era posible la existencia de “nuevas” unidades taxonémicas (Weeb, 1998).

Por otro lado, se han hecho distintos trabajos para elucidar las relaciones y la
sistematica dentro del grupo. Se ha considerado que la mayoria de las
especies de la subfamilia dentro de los géneros Characodon y Goodea,
basandose en caracteres osteoldgicos (Smith, 1980). Por otro lado, basandose
en caracteres osteolégicos, sugiri6 que ciertas especies de la subfamilia
Empretrichthyinae pertenecian a la familia Goodeidae (Parenti, 1981). Asi
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mismo, por primera vez los grupos Empretrichthyinae y Goodeinae fueron
considerados como grupos hermanos. A través de 28 loci aloenzimaticos, en
26 especies, se encontré congruencia acerca de las relaciones previamente
descritas y al origen de la subfamilia (Grudzien et al. 1992). Este trabajo
molecular no fue congruente con las relaciones de parentesco realizadas con
caracteres osteoldgicos. Las relaciones evolutivas fueron mejor soportadas
cuando se tomaron en cuenta ambos tipos de caracteres, morfologicos y
moleculares, tanto con informacion de fragmentos nucleares, como
mitocondriales (Meyer y Lydeard, 1993; Grant y Riddle, 1995; Costa, 1998;
Webb, 1998, et al. 2004; Doadrio y Dominguez, 2004).

4.2 Caracteristicas Bioldgicas de la Subfamilia Goodeinae

La subfamilia Goodeinae presenta caracteristicas peculiares y de suma
importancia que estan asociadas a estrategias Unicas de reproduccién y
desarrollo embrionario. Por un lado esta la fertilizacidon interna en la que los
machos presentan una modificacion en la aleta anal a manera de 6rgano
copulatorio. Este érgano esta formado por los primeros 5 a 7 radios anales, los
cuales se encuentran reducidos y conforman una pequefia estructura abultada
llamada espermatopodio. Esta estructura juega un papel crucial en la
transferencia del paquete espermético al formar una pequefia bolsa cuando el
espermatopodio es presionado contra la abertura genital de la hembra. En este
momento, otro oOrgano muscular interno en forma de anillo se contrae y
expulsa el paquete espermatico, que lo introduce en la apertura genital de la
hembra, produciéndose asi la fertilizacion interna. Este delicado proceso que
es necesario para lograr de forma exitosa la fertilizacion en los goodeinos ha
tenido como consecuencia la formacion de estrategias de seleccion sexual
entre los miembros de la subfamilia y, aunado a ello, la aparicion de un
marcado dimorfismo sexual de algunos de los miembros de la subfamilia
(Dominguez-Dominguez y Pérez Ponce de Leon, 2007). Estos procesos han
sido ampliamente discutidos como una de las posibles causas de la gran
radiacion evolutiva de este grupo (Bisazza, 1997; Macias y Ramirez, 2005;
Ritchie et al. 2005, 2007).
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Otra caracteristica es la forma de nutricion embrionaria, ya que, cuando el
ovulo es fecundado en el foliculo, este es expulsado hacia el lumen del ovario,
estructura caracteristica de los teledsteos viviparos en la cual los dos ovarios
se fusionan para formar uno solo. El saco vitelino es absorbido rapidamente,
por lo que el embriébn completa su desarrollo a través de un proceso de
nutricion embrionaria llamada matrotofia; en la cual los embriones obtienen los
nutrientes y gases necesarios para su desarrollo ademas de la eliminacion de
substancias de desecho a través de los fluidos ovaricos de la madre. Dicho
proceso se lleva a cabo por el desarrollo de una estructura en la parte posterior
del intestino de los embriones, en la parte ventral, a la altura del ano, la cual se
le conoce como trofotenia; estructura altamente vascularizada que le permite al
embridn el intercambio de substancias y gases directamente del lumen ovérico
(Uribe et al. 2004; Wourms, 2005; Dominguez-Dominguez y Pérez-Ponce de
Leén, 2007). Sin embargo, se han reportado otros tipos de nutricion
embrionaria dentro del grupo, diferentes formas y tamafios de trofotenia
dependiendo de la especie y hasta su ausencia o su reduccioén en una especie
(Ataenobius toweri).

La viviparidad confiere grandes ventajas. Por un lado, el nacimiento de las
crias en un estado mas desarrollado y con la capacidad de acceder a una
gama mayor de articulos alimentarios al momento de nacer, lo que les permite
tener una tasa de supervivencia mayor, sin embargo, el numero de crias se ve
reducida. Aun asi, dentro de la subfamilia existen especies que poseen
periodos fraccionados de reproduccion a lo largo del afio y tienen un alto
namero de crias, dicho proceso quiza puede verse reflejado en la mortalidad,
influenciada directamente por las historia de vida de cada especie (Dominguez-

Dominguez et al. 2007a).

4.3 El Género Allotoca

Dentro de la subfamilia Goodeinae, el género Allotoca (Hubbs y Turner, 1937)
cuenta con 8 especies, siendo el género mas diverso de esta subfamilia (Fig.
1), ocupando 8 regiones biogeogréficas de las 18 reconocidas por Dominguez-
Dominguez (2006): Chapala (CHA), Lerma Bajo (LER-B), Zacapu (ZAC),
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Zirahuén (ZIR), Patzcuaro (PAT), Balsas (BAL), Ameca (AME) y Cuitzeo (CUI)
(Fig. 1). La diversificacion del género posiblemente se dio durante el
Pleistoceno, a causa de la gran actividad tecto-volcanica que trajo consigo el
aislamiento de cuerpos de agua que antiguamente estaban conectados al
sistema del Lerma: Zacoalco, Magdalena, Sayula, Cotija, Zirahuén, Cuitzeo,
Valle de México, Verde y Santiago (De Buen, 1943, Tamayo y West, 1964).

Las caracteristicas derivadas que distinguen al género Allotoca son: boca
aproximadamente horizontal, canal preorbital dividido; sistema del canal
supraorbital carente de secciones: [3b-6a] para A. diazi, A. meeki, A. catarinae
y A. zacapuensis, especificamente; ruptura del canal preopercular en angulo
del hueso preopercular. En contraste con A. zacapuensis; A. diazi, A. meeki y
A. catarinae presentan un mayor numero de branquiespinas del primer arco
branquial (10 a 13) y de poros preoperculares (10 a 11). Sin embargo, en las
tres especies antes mencionadas, dichos caracteres se sobrelapan (Meyer et
al. 2001).

-104 -100 -96

24
Golfo

de
México

-104 -100 -96
400 0 400 Kilémetros

Figura 1. Distribucién geografica de la subfamilia Goodeinae (Linea Roja) y del género Allotoca (Negritas-
Itdlica). Los poligonos representan las regiones biogeograficas y sus divisiones reconocidas y
caracterizadas por Dominguez-Dominguez et. al 2006, modificado por Corona-Santiago y Dominguez-
Dominguez (2013). AGU, Aguanaval; MEZ, Mezquital; SAN, Santiago-Verde; COM, Huicicila-Compostela;
AME, Ameca; PUM, Purificacion-Marabasco; AYU, Ayuquila; SAY, Sayula; CHA, Chapala; CUT,
Coahuayana-Tamazula; COT, Cotija; LER, Lerma (B, Bajo; M, Medio; A, Alto); ZAC, Zacapu; PAN,
Panuco-Salado; CUI, Cuitzeo; PAT, Patzcuaro; ZIR, Zirahuén; BAL, Balsas; VME, Valle de México.
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4.4 El Complejo Allotoca diazi

En el género Allotoca existen tres especies que estdn estrechamente
relacionadas, las cuales se encuentran en una fuerte controversia taxonoémica
(De Buen, 1942; Alvarez, 1959; Webb et al., 2004; Doadrio y Dominguez-
Dominguez, 2004; Dominguez-Dominguez et al. 2012), la primera de ellas es
Allotoca diazi (Meek, 1902), especie que se encuentra restringida al lago de
Patzcuaro, la segunda es A. meeki (Alvarez, 1959) endémica de la cuenca de
Zirahuén y que actualmente sélo se encuentra en el manantial de Opopeo y
tributarios del mismo y por ultimo A. catarinae (De Buen, 1942) restringida al rio

Cupatitzio (Uruapan) en la cuenca del Balsas (Fig. 2).

102°00W 100°00°W

O Patzcuaro
O Zirahuén-Opopeo
O Cupatitzio

Figura 2. Distribucién geografica de las especies »Allotoca diazi, »A. meeki y »A. catarinae.

Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae habitan sistemas tanto lénticos como
I6ticos, pues las cuencas en las que habitan poseen arroyos y lagos. Sin,
embargo, las tres especies s6lo se puede encontrar en sistemas con poca
corriente y abundante vegetacion. En la subcuenca del rio Cupatitzio, sélo se le
encuentra en sitios con estas caracteristicas. Aunque no coexisten las tres
especies; poblaciones de otras especies de la subfamilia goodeinae ponen en
evidencia la posible conexién antigua entre los distintos sistemas hidrograficos
en que habitan estas tres especies.
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El grupo presenta las siguientes caracteristicas morfologicas (Miller et al.
2005):

Sistema sensorial cefalico presente que consiste en poros y canales
supraorbitales, mandibulares, lacrimales y preoperculares. Los dientes de la
mandibula exterior cénica en serie, redonda en la region transversal y sin
hombros laterales o cuspides. Sexto radio pélvico no entre los radios anteriores
y la pared del cuerpo, no conectado a la linea media ventral por membrana;
cuerpo no marcado por fila posteroventral de barras de color negro o manchas;

aleta dorsal y anal de los machos es delgada y pequefia.

4.4.1 Allotoca diazi (Meek, 1902). Chorumo.
El Holotipo es proveniente del Lago de Paztcuaro, una hembra adulta de 66mm

de longitud total depositado en el “Field Columbian Museum” en Chicago (No.
Cat. 3618) como Zoogoneticus diazi. Se distribuye en la cuenca endorreica del
Lago de Patzcuaro. Actualmente no se encuentran registros en el Lago de
Péztcuaro. No obstante, esta presente en manantiales y arroyos de la Ciénega
de Tzurumutaro-Chapultepec.

Puede encontrarse en agua turbias con lodo, rocas o arena, pero
principalmente en aguas claras sin corriente o bien, corriente moderada y
abundante vegetacion; incluyendo algas verdes (Chara), pasto de agua
(Potamogeton), mil hojas acuatica (Myriophyllum) y lentejas de agua (Lemna).
Presente hasta profundidades de 1m pero usualmente en profundidades
menores a 0.6m. Suelen ser una especie demersal excepto mientras se
alimentan, viviendo entre densas camas de vegetacion por la ribera (Miller et al.
2005).

Los individuos son cripticamente coloreados, mezclado con el sustrato.
Ademas, su coloracion fue descrita como “olivaceo claro, con abundante
moteado oscuro, con barras irregulares y dispuestas transversalmente, muchos
individuos en el campo con tintes rojizos que se desvanece hasta un olivo claro
uniforme y aletas mas simples, claras y sin atributos. Los machos tienen una
coloracion mas simple y uniforme que las hembras” (Fig. 3) (Meek, 1902).

Son primariamente carnivoros zooplantéfagos: atrapan insectos que se
encuentran sobre la superficie (Kingston, 1979). El intestino es proporcional a

la longitud de su cuerpo, los dientes son largos y con forma coénica, mientras

Corona-Santiago Diushi Keri 16



Filogeografia de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae | Antecedentes

que la boca es protractil y mas o menos larga, indicativo de una alimentacion
carnivora (Acufia et al. 2006).

Posee un periodo de gestacion de 60 a 75 dias, un periodo reproductivo que
inicia en abril y que se extiende desde 8 a nueve meses, terminando en el mes
de enero. Esto ultimo puede indicar que tienen varios ciclos reproductivos o
bien, las hembras comienzan su periodo reproductivo en distintos momentos
(Mendoza, 1962).

Actualmente esté incluida en la categoria de especie en peligro de extincion, de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, y en la
categoria de especie en peligro critico de extincion, segun la Lista Roja de
Especies Amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés). Su abundancia es muy baja en los
manantiales donde actualmente esta presente y se desconoce si esta extirpada
en el Lago de Patzcuaro.

Figura 3. Macho de Allotoca diazi. ©Dominguez-Dominguez Omar.

4.4.2 Allotoca meeki (Alvarez, 1959). Tiro de Zirahuén.
El Holotipo de Allotoca meeki proviene del lago de Zirahuén, una hembra

adulta de 52.1mm de longitud total sin conocerse el sitio en que fue depositado
(Alvarez, 1959). Se distribuye en la cuenca endorreica del Lago de Zirahuén
incluyendo los manantiales y arroyos que son tributarios del mismo. Sin
embargo, no se tienen registros de esta especie en el Lago de Zirahuén
durante los dltimos 17 afios. No obstante, se encuentra presente so6lo en el
manantial de Opopeo, el cual drena al Lago de Zirahuén.

Se encuentra en aguas claras, con abundante vegetacién; Chara,

Potamogeton, cola de zorro (Ceratophyllum), entre otras.
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Su coloracion ha sido descrita como “con muchas manchas castafias-grisaceas
mA&s 0 menos irregulares, que forman barras en la parte baja de los lados y del
origen de la insercion de la parte posterior de la aleta dorsal. En algunos
individuos, se superponen las manchas haciendo que no parezcan tan oscuras.
Muchos individuos presentan manchas muy oscuras aisladas en la parte
posterior del pedunculo caudal, en la base de la aleta caudal. En la mayoria de
los individuos, la mitad del dorso es menos manchado y se ve mas brillante que
por los lados. El vientre es muy claro, blanquecino o crema y sin presencia de
manchas” (Fig. 4) (Alvarez, 1959).

La denticion de esta especie es idéntica a la de otros miembros del género
Allotoca, lo cual sugiere que esta especie se alimenta de pequefios
invertebrados e insectos (Camarena-Magafa, 2002).

Se han reportado juveniles a partir del mes de Febrero, sin embargo, su baja
abundancia no ha permitido conocer mas acerca de este tema directamente en
campo (Miller et al. 2005).

Aungque posiblemente esta especie se encuentre extirpada en el Lago de
Zirahuén, a causa de la introduccion de especies exoticas como la Lobina
(Micropterus salmoides) o la sobre explotacién de los recursos naturales, esta
especie no se encuentra incluida en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 de especies en riesgo.

Figura 4. Hembra adulta de Allotoca meeki. ©Dominguez-Dominguez Omar.

4.4.3 Allotoca catarinae (De Buen, 1942). Tiro Catarina.

No se conoce el destino final del holotipo de esta especie. Sin embargo,

proviene de la Presa Santa Catarina, también llamada presa Caltzontzin en el
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municipio de Uruapan, Michoacan. Se distribuye en la subcuenca del rio
Cupatitzio, en la cuenca del rio Tepalcatepec, perteneciente a la region
hidrogréafica del rio Balsas.

Habita en aguas claras de arroyos de corriente moderada y embalses, con
abundante vegetacion con sustrato de rocas, arena, barro y limo (Miller et al.
2005).

La coloracion de las hembras de A. catarinae fijadas en formol fue descrita
como “parte dorsal oscura, palido en el vientre, la nuca y las mejillas. La aleta
dorsal, caudal y pectoral son suavemente sombreadas, la aleta ventral y anal
son generalmente claras. Incluso si hay una coloracion variable sobre los
flancos, ningun espécimen muestra manchas alargadas, transversales o
distintas bandas verticales. Las hembras juveniles son irregularmente
moteadas (con tamafio de 20 a 24mm); alcanzan hasta 30mm, el color cambia
a uniforme, mostrando un rastro de una banda longitudinal oscura en algunos
individuos. En hembras mas grandes, las manchas irregulares se vuelven mas
densas, dando a algunas hembras una apariencia gris uniforme. Solo en el
pedunculo caudal se puede ver una cierta tendencia a formar trazas verticales
a través de asociaciones de puntos” (Fig. 5) (De Buen, 1942).

Se alimenta primordialmente de organismos pequefios que se establecen en
sustratos duros como las rocas y material detritico cernido del material limoso.
Sin embargo, mirando la denticién, forma y tamafio de la boca, al igual que
otros miembros del género, posiblemente se alimente de pequefios
invertebrados siendo de igual forma carnivoro.

Se estima que el periodo de reproduccién es muy largo puesto que se han
encontrado hembras gravidas a partir del mes de febrero, inclusive se han
capturado crias durante el mes de agosto (De Buen, 1942).

Allotoca catarinae se encuentra incluida actualmente en la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 de especies en riesgo como en peligro
de extincion. Por otro lado, sus poblaciones se encuentran en decremento a

causa de las descargas de aguas residuales en el rio Cupatitzio.
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Figura 5. Macho (Derecha) y hembra (Izquierda) adultos de Allotoca catarinae. ©Dominguez-Dominguez
Omar.

4.5 Hipétesis Biogeograficas

Existen dos hipdtesis biogeograficas que tratan de explicar la actual
distribucion de las tres especies estrechamente relacionadas, por medio de
conexiones entre diferentes lagos del centro de México:

a) De Buen (1943), basado en criterios ictiofaunisticos, propone que el lago
de Cuitzeo estaba unido a los lagos de Zirahuén, Patzcuaro y Chapala
durante el Mioceno (Fig. 6). Dicha hipotesis es soportada por la
distribucion de especies del género Chirostoma (Barbour, 1973) y
criterios biogeograficos, asi como por conexiones de sistemas acuiferos
subterraneos (Bradbury, 2000). Sin embargo, se ha descrito esta
conexiéon de distinta manera, la cual explica la conexién indirectamente
entre Cuitzeo y Patzcuaro, por pequefios tributarios entre Zacapu y
Cuitzeo cuya conexion que se considera fue interrumpida hace 700 mil
afios aproximadamente (Israde-Alcantara y Gardufio-Monroy, 1999) y de
Zirahuén a Patzcuaro hasta Zacapu (Gardufio-Monroy e Israde-
Alcantara, 1998; Bradbury, 2000; Moncayo et al. 2001).
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Figura 6. Hipotesis Biogeogréafica: De Buen (1943). Las flechas en Rojo representan las conexiones
propuestas en esta hipétesis. Las lineas punteadas representan las conexiones propuestas por Gardufio-
Monroy e Israde-Alcantara (1998), Israde-Alcantara y Gardufio-Monroy (1999); Bradbury (2000) y
Moncayo et al. (2001).

b) Alvarez (1972) considerd la existencia de un tributario que corria a partir
del rio Balsas; el rio Cupatitzio en Uruapan hacia Zacapu, pasando por
Zirahuén y Patzcuaro (Fig. 7), cuyo flujo fue interrumpido por actividad
tectonica hace aproximadamente 1MA - 700 mil afios. Pero dicha
aseveracion no ha sido bien soportada ya que no hay congruencia
cronoldgica entre los origenes de los lagos Zacapu y Zirahuén. Por un
lado, los eventos tecto-volcanicos que formaron Zirahuén datan del
Cuaternario, en el Pleistoceno, mientras que aquellos que generaron la
depresion de Zacapu son del periodo Mio-Pleistoceno (Israde-Alcantara,
2002).
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Figura 7. Hip6tesis biogeografica: Alvarez (1972). Las flechas en rojo representan las conexiones
propuestas en esta hipétesis.

4.6 Evidencias de conexiones entre lagos de Cuitzeo, Zacapu, Patzcuaro y Zirahuén

La configuracion actual de los lagos pertenecientes en algin momento al
sistema del rio Lerma est4 dada por una serie de eventos que datan desde el
Mioceno Tardio e intensificAndose durante el Pleistoceno. Dichos eventos
estdn ampliamente relacionados con la fuerte actividad tecto-volcanica y
cambio climatico tras la formacion del Cinturon Volcanico Transmexicano
(CVTM) (Moncayo et al. 2001; Israde-Alcantara et al. 2002, 2005). Por un lado,
trajo consigo el levantamiento de la Mesa Central atribuido a la actividad de las
fallas Taxco-Querétaro y Morelia-Acambay en el centro sur de México
(Moncayo et al. 2001; Gardufio-Monroy et al. 2009), cuyo fenbmeno separd

principalmente la cuenca del rio Lerma.

Conexion Cuitzeo-Zacapu

El lago de Cuitzeo estd ubicado al norte del estado de Michoacan con
orientacion Este a Oeste y es considerado actualmente dentro del sistema del
Lerma (Medio, Fig. 1), es resultado de los eventos de vulcanismo durante el
Mioceno Tardio, construyendo la depresion en la que hoy se sitla (Israde-
Alcantara et al. 2002, 2010).
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De acuerdo a informacién morfotectonica e ictiolégica, se ha sugerido que en
algin momento los Lagos de Cuitzeo y Zacapu (actualmente Laguna de
Zacapu pertenece a la subcuenca del Angulo en Lerma Bajo) se encontraban
comunicados durante el Plioceno y Pleistoceno a través de amplios canales
(Moncayo et al. 2001), éste ultimo también de origen Miocénico. Esta conexion
permitid la dispersion de la ictiofauna entre dichos cuerpos de agua.

Cabe destacar que la informacion tecto-volcanica, paleoclimatica e
ictiofaunistica del antiguo lago de Zacapu, sugiere que la separacion de dicho
cuerpo de agua con Cuitzeo tuvo lugar durante el Pleistoceno-Holoceno.
Periodos relacionados con fluctuaciones en el nivel de los lagos y vulcanismo.
Ambos se encuentran en el actual Campo Volcanico de Michoacan-Guanajuato
o bien el Corredor Tarasco (Hasenaka, 1994; Garduiio-Monroy et al. 2009),
region que pertenece al CVTM orientado de Norte a Sur del estado de
Michoacéan con alta actividad desde su origen hasta la actualidad y con mas de
mil conos volcanicos (Mioceno Tardio-Pleistoceno) (Gardufio-Monroy et al.
2009; Israde-Alcantara et al. 2005, 2010). Dicha actividad ha causado el
aislamiento de Zacapu y Cuitzeo, ademas del represamiento del Lago de
Patzcuaro. La separacion entre Zacapu y Cuitzeo es tan reciente como la de
los lagos de Patzcuaro y Zirahuén (durante Plioceno y Pleistoceno) (Moncayo
et al. 2001; Israde-Alcantara et al. 2002, 2005, 2010; Ortega et al. 2002).

Conexion Zacapu-Pdtzcuaro

La conexidn entre el antiguo lago de Zacapu y el lago de Patzcuaro es incierta.
Sin embargo, la estrecha relacion de la ictiofauna y las importantes estructuras
morfotectonicas y volcanicas en la region sugieren una posible conexion
reciente y congruente a los origenes de dichos cuerpos de agua. Por un lado
estd la Sierra de Zirate, emplazamiento volcanico formado durante el dltimo
millon de afos formando los embalses de los limites nororietales del lago de
Patzcuaro y ademas, la formacion del semiescudo volcanico noroccidental en
donde destaca la actividad del volcan El Bosque, proceso altamente activo
durante el Pleistoceno Tardio (De Buen, 1944; Robles-Camacho et al. 2010).
De estos, el primer evento mencionado quiza sea el mas importante en el
aislamiento del lago de Patzcuaro con el paleosistema del rio Lerma (Fig. 8).

En Patzcuaro las fluctuaciones en el nivel lacustre y en el clima tuvieron gran
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importancia en la actual configuracion del lago y la colonizacion y aislamiento
de la ictiofauna de otros cuerpos de agua, producto de dichos cambios durante
el Pleistoceno y Holoceno, reflejado en discordancias y disconformidades en
perfiles estratigréficos (Israde-Alcantara et al. 2002, 2005; Vazquez et al.
2010).

Conexion Patzcuaro-Zirahuén

Zirahuén parece no tener ninguna relacion con el sistema del medio Lerma y
s6lo con Patzcuaro (De Buen, 1943; Moncayo et al. 2001; Israde-Alcantara et
al. 2002). La informacion ictiofaunistica y paleoclimatica sugiere que la
conexion Patzcuaro-Zirahuén es muy reciente (<1MA) y que su aislamiento
puede deberse a los siguientes eventos:

Zirahuén por un lado, fue represado durante los dltimos 30 mil afios en el
Pleistoceno, tras el emplazamiento de flujos de lava al occidente de la cuenca.
Sin embargo, no se descarta la existencia de una conexion con Patzcuaro
después de su formacién (Ortega et al. 2010).

Los eventos que finalizaron con el aislamiento de la cuenca de Zirahuén con
respecto a Patzcuaro y las poblaciones de peces, quiza tuvieron lugar durante
los ultimos 28,000 afios, tras la alta actividad del CVTM, trayendo consigo el
surgimiento y actividad del volcan El Estribo; en el vaso sureste del lago de
Péatzcuaro, (Fig. 8), formando un escarpe que se extiende de Este a Oeste con
mas de 200m de desnivel y hacia el oriente toma una direccion Norte-Sur a
manera de abanico. Esta actividad volcanica provocé un colapso Yy
deslizamiento de material que generd una importante reducciéon en dicha region
del litoral del lago de hasta mas de 9 km? (Israde-Alcantara et al. 2005,
Gardufio-Monroy et al. 2009). La actividad de El Estribo y el fallamiento del
mismo nombre, ayudd a la formacién del volcan la Taza, el cual tuvo su origen
hace 8,000 afios aproximadamente.

Zirahuén es alimentado por el rio La Palma cuyo cause fue cerrado por la
actividad del volcan La Magueyera, donde los flujos mas jovenes tienen una
edad entre los 13,000 y 6,000 afos (Ortega et al. 2010; Vazquez et al. 2010)

(Fig. 8).
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Figura 8. Localizacion de los lagos de Patzcuaro y Zirahuén y principales estructuras volcénicas a su
alrededor. Lineas en rojo representan el conjunto de estructuras ligadas al sistema de fallas Morelia-
Acambay, Este a Oeste.

4.7 La Subcuenca del Rio Cupatitzio

El rio Cupatitzio se encuentra dentro de la region denominada como Depresion
del Balsas. Es una pequefia porcién de la cuenca del rio Balsas que pertenece
a una de las dos fracciones en las que se divide la depresion: La cuenca del rio
Tepalcatepec. Esta region también es llamada Depresion del Bajo Balsas (Fig.
9), donde en las partes altas de la region (1600msnm) nace el rio Cupatitzio,
especificamente en la ciudad de Uruapan. A su vez, el rio Cupatitzio cambia de
nombre (rio Marqués) en la zona llamada “El Salto” o “Presa Cupatitzio”. El rio
el Marqués drena al rio Tepalcatepec, en la cuenca del Balsas.

La depresion del Balsas se encuentra en una zona de convergencia entre las
placas de Cocos y Americana. Como tal, estd enmarcada por dos rasgos
estructurales de primer orden: una trinchera oceanica (La Trinchera
mesoamericana: Fosas de Petacalco y Acapulco) y dos sistemas de cadenas
montafiosas continentales (CVTM y la sierra Madre del Sur) (Toledo, 2003). Lo
gue hacen de esta regidbn una zona tectdnicamente activa y altamente
dinamica.
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Figura 9. Localizacion de la Depresion del rio Balsas en la Republica Mexicana.

La actual configuracion de la depresién del Balsas esta dada por varios
eventos. Con un origen probable durante el Cretacico Inferior (~99-140MA) sin
embargo su consolidacion fue hasta el surgimiento del CVTM (~30MA), esto
sugiere una fuerte actividad por mas de 100MA y con mayor intensidad durante
finales del Oligoceno e inicios del Mioceno (~30MA). (L6pez-Ramos, 1981;
Ferrari et al. 2002; Nieto-Samaniego et al. 2006; Gomez-Tuena et al. 2005). No
estd claro el periodo en que se origind la subcuenca del rio Cupatitzio. Su
origen puede remontarse a inicios del Cenozoico (~65MA) (Toledo y Bozada,
2002).

La antigua cuenca del Balsas era una region inundada que conformaba un
litoral interior, pero la alta actividad volcanica terminé por formar un mar interior
en la depresion. Durante este periodo el vaso lacustre, se vio afectado por
nuevos movimientos orogénicos como antes se menciono, que dieron lugar a
fracturas o lineas de debilidad sobre la sierra Madre del Sur que permitieron al
agua abrirse paso hacia el mar, formando el rio Balsas (Tamayo, 1949 y 1958,
Toledo y Bozada, 2002).

Los valles de la cuenca del rio Tepalcatepec se caracterizan por estructuras y
depdsitos volcanicos con actividad durante el Jurasico-Cretacico (~150MA). Sin
embargo, a partir del Mioceno, la region Sur de la cuenca del Tepalcatepec no

tuvo actividad volcanica. Pero inmediatamente al norte de esa zona, en la
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region del rio Cupatitzio, la actividad se intensificd con la fuerte actividad del
CVTMy la del Corredor Tarasco durante el Plioceno. A partir del Plioceno y con
mayor intensidad en el Pleistoceno y hasta la actualidad, esta regiéon es un
recipiente de descargas volcanicas y de productos erosionados de aparatos
volcanicos del Corredor Tarasco (Gardufio-Monroy, 2005). La actividad
geoldgica que pudo configurar la actual estructura del rio Cupatitzio fue la del
volcan Tancitaro con un origen datado en 0.53+0.06MA en primera instancia
(Ban et al. 1992), sin embargo recientemente se ha estimado que tuvo su
origen hace 0.793+0.022MA. El colapso de dicho volcan fue el evento mas
importante en la estructura del rio Cupatitzio, el cual tuvo lugar entre hace
0.261-0.238MA (Ownby et al. 2007; Morelli et al. 2010). La meseta donde se
ubica Uruapan y donde se origina el rio Cupatitzio, deciende abruptamente
hacia el rio Tepalcatepec (de 1600msnm a 200msnm). Estos hechos permiten
identificar més claramente la relacion entre el CVTM y la Sierra Madre del Sur y
definir sus limites. Sin embargo, quizd estos ultimos hechos sean la Unica
relacion que tiene el rio Cupatitzio con la regién en que se encuentran los lagos
de Patzcuaro y Zirahuén pero no sugiere ninguna conexion entre si.

Dicha actividad creo una multitud de sistemas en las numerosas estructuras
montafiosas de la regién, que hicieron de la cuenca un notable centro de

radiacion evolutiva.

4.8 Trabajos Previos de Genética de la Ictiofauna Dentro de la Regién

Algunos trabajos con peces de agua dulce del centro de México han puesto a
prueba las conexiones recientes entre los lagos de Zirahuén, Patzcuaro,
Zacapu y Cuitzeo. Por ejemplo; en un estudio filogeografico de la especie
Zoogoneticus quitzeoensis, un endemismo del sistema Lerma-Santiago, se
encontré evidencia de flujo génico reciente y baja diferenciacion genética entre
las poblaciones de Zacapu y Cuitzeo, datando el evento de expansion
poblacional en ~790,000 afos. Soportando la idea de la antigua conexion entre
estos cuerpos de agua. Ademas, propone una conexion entre Zacapu y
Cuitzeo a través del rio localizado en la regiébn Chucandiro-Huanigueo
(Dominguez-Dominguez et al. 2008).
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En un andlisis de las relaciones filogenéticas del género Algansea (Pérez-
Rodriguez et al.,, 2009) dataron el evento cladogenético de A. lacustris
Steindachner 1895; un endemismo del lago de Patzcuaro, en ca. 1.9MA. Esta
datacion no concuerda con respecto a los tiempos de separacion mas recientes
para el aislamiento de este lago con otras cuencas del sistema Lerma-Chapala.
Esta inferencia es congruente con respecto a la relacion propuesta por De
Buen (1943), pero no a los tiempos de separacion propuestos por Alvarez
(1972), en lo que a estas cuencas respecta.

Otra de las investigaciones que encuentran resultados contradictorios mediante
un estudio filogeogréafico de las poblaciones del goodeido Alloophorus robustus
(Dominguez-Dominguez, 2008), encontraron el mismo haplotipo para Zirahuén
y Patzcuaro, reforzando la historia de conexidn entre estos rios. Por su parte,
las 3 muestras de esta misma especie incorporadas en el andlisis de la
poblacién del rio Cupatitzio, codistribuida con A. catarinae, presentaron un solo
haplotipo, el cual es compartido por las poblaciones de La Luz y La Alberca,
ambas en la region del rio Duero, en la cuenca del Bajo Lerma. En relacion a
estos inesperados resultados, se concluyd que no existe ninguna evidencia ni
biolégica, ni geoldgica que demuestre una conexion reciente del Bajo Lerma
con el rio Cupatitzio, por lo que mencionan que la presencia de Alloophorus
robustus en esta region puede deberse a una introduccion realizada por el
hombre.

Por otro lado, en un trabajo previo, se ha encontrado que las poblaciones de
dos localidades diferentes de Allotoca catarinae (Presa Cupatitzio y Presa Sta.
Catarina), presentan entre ellas mayor divergencia genética (p=0.9%) que entre
las especies A. catarinae, A. meeki y A. diazi (p=0.6-1.1%), teniendo asi que
las distancias genéticas entre éstas tres especies se encuentra por debajo de
la media registrada para especies hermanas de goodeidos (1.7-11%) (Doadrio
y Dominguez-Dominguez; 2004). Ademas, se observaron relaciones
parafiléticas entre éstas tres especies y sus poblaciones (Dominguez-

Dominguez et al. 2012).
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4.9 Filogeografiay Marcadores Moleculares

El estudio de la distribucion geogréfica de los linajes genealdgicos, a través de
las relaciones de ancestria-descendencia, es lo que define a la filogeografia
(Avise et al. 1987). Dado que implica el estudio de aspectos histéricos de la
actual distribucién de los linajes genealdgicos, es considerada como una
subdisciplina de la biogeografia histérica. La filogeografia integra conceptos y
técnicas de biologia molecular, genética de poblaciones, demografia,
sistematica filogenética, etologia y paleontologia (Avise et al. 2000). También
es mencionada como un puente entre la microevolucion (relaciones
tocogenéticas) y la macroevolucion (relaciones jerarquicas), estando asi dentro
de la Biologia Evolutiva (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).
La filogeografia cominmente se ha utilizado como una herramienta para
esclarecer patrones evolutivos a nivel intraespecifico. Sin embargo en la Gltima
década se ha utilizado para describir procesos demogréficos histéricos
involucrados como lo son: flujo génico, tamafio efectivo poblacional, procesos y
secuencias de colonizacion, cuellos de botella y también para determinar
barreras entre especies y los procesos que las conforman. Por otro lado, tiene
gran importancia en la conservacion, puesto que permite reconocer la
estructura genética de los organismos e identificar unidades de conservacion
(Avise et al. 2000; Freeland, 2005).

Citocromo b (Cytb)

El gen Cytb ha resultado ser un marcador altamente informativo para responder
preguntas a nivel especifico y poblacional dentro del grupo de los Goodeines,
incluyendo las tres especies del género Allotoca tratadas en la presente
investigacién (Doadrio y Dominguez-Dominguez 2004), mas aun, en general, el
ADN mitocondrial se ajusta a las teorias de neutralidad y coalescencia, es
decir, presenta una elevada tasa de mutacion y no recombina (Lanteri y
Confalonieri, 2003). Por otra parte los haplotipos o variantes del ADNmt
registran una historia matrilineal de eventos mutacionales, por lo que es posible
conectarlos de un modo filogenéticamente inteligible en un filograma, el cual se
puede sobreponer a la distribucion geografica del grupo de estudio, dando

lugar a su reconstruccion filogeografica (Avise, 2000).
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El Cytb es un marcador molecular con un gran uso dentro de los trabajos
filogenéticos y filogeograficos; principalmente cuando se trata de estudios de
relaciones en bajos niveles taxonémicos (Farias, 2001; Meyer, 1994).

Puede presentar alta y baja tasa de recambio en las diferentes posiciones del
codon. Esto ultimo es de gran importancia ya que es uno de los problemas
principales que presenta este gen: la primera y segunda posicion del coddn
estdn sujetas a limitada variabilidad o en algunos casos es invariable
resultando poco informativo en trabajos que exigen relaciones evolutivas a
profundidad (Meyer, 1994; Voelker y Edwards; 1998).

Microsatélites

Son fragmentos cortos conformados por repeticiones en tdndem de uno a 6
nucleétidos. El nUmero de repeticiones es muy variable debido a su alta tasa
de mutacioén. Por lo tanto, su variacién se da por el numero de repeticiones o
longitud (Ellegren, 2004).

Se ha demostrado su cualidad neutra y codominante, es decir, que es posible
identificar heterocigotos de homocigotos, puesto que cada individuo puede
tener uno o mas alelos de un locus segun su estado de ploidia (Hancock, 1996,
Kruglyak et al. 1998).

Para un Marcador neutral, el grado de polimorfismo es proporcional a la tasa
subyacente de mutacion. Dado el grado de polimorfismo de los microsatélites,
se deduce que las mutaciones se producen con mayor frecuencia (Ellegren,
2004).

Flanqueados por regiones conservadas en los extremos, permiten ser
amplificados mostrando una gran variacion (a nivel de individuo)
considerandose como una de las partes mas variables del genoma (Bell &
Jurka, 1997; Kruglyak et al. 1998; Nielsen et al. 1999; Ellegren, 2000).

El uso de estos marcadores en el presente trabajo se ve favorecido debido al
uso de microsatélites en especies de goodeinos: Xenoophorus captivus,
Ameca splendens, Characodon audax, Ilyodon whitei y el género Zoogoneticus,
de los cuales se han obtenido una amplia gama de microsatélites que han
resultado con alto grado de polimorfismo (Boto y Doadrio, 2003; Hamill et al.
2007).

Corona-Santiago Diushi Keri 30



Filogeografia de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae | Antecedentes

Los microsatélites son comunmente utilizados para estudios a nivel
intraespecifico y su utilizacion entre especies puede reducir su eficacia cuando
aumenta la divergencia genética entre ellas. Por lo que en este estudio se ha
probado el nivel informativo de cada uno de los microsatélites disponibles.

La informaciéon de ambos marcadores moleculares, con tasas de mutacion
variable, complementaran los resultados obtenidos corroborando o
complementando posibles escenarios biogeograficos. Lo cual aportara mayor
informacion para clarificar los procesos evolutivos que han configurado la
actual distribucion de las tres especies de estudio, su estructura actual y

proponer criterios para su conservacion.
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V. Justificacién

El conocer la historia evolutiva de Allotoca catarinae, A. meeki y A. diazi, nos
permitan conocer los eventos y procesos biogeograficos que han influido en la
conformacion de la diversidad de estas tres especies, todo ello, bajo la
hipétesis de que la historia evolutiva de estas especies se encuentra
estrechamente vinculada a la separacion o union de los sistemas hidrograficos
en los que habita, por lo que también se podran poner a prueba las hipétesis
paleohidrograficas de esta region del pais.

Ademas, esta informacién nos permitiria sugerir divergencias genéticas y
patrones de relaciones entre las poblaciones y entre las tres especies y con
ello aportar informacion que ayude a esclarecer la controversia taxonomica de
este grupo. Por otro lado, la identificacion de linajes evolutivos dentro de cada
una de las especies y la variabilidad genética de sus diferentes poblaciones,
seran Uutiles para la determinacion de unidades de conservacion. Por lo
anterior, la busqueda y entendimiento de los procesos evolutivos en el contexto
de la compleja historia geoldgica de la region es el propésito fundamental de la
presente tesis, para con ello hacer inferencias biogeogréficas, taxonémicas y

de conservacion.
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VI. Hipotesis

La historia evolutiva de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae se encuentra
estrechamente vinculada a la separacion o union de los sistemas hidrograficos

en los que habitan.

VII. Objetivo General

Obtener la historia evolutiva de Allotoca diazi, A. catarinae y A. meeki en todo

su rango de distribucion.

VIIL Objetivos Particulares
e Describir los patrones filogeograficos de Allotoca diazi, A. meeki y A.

catarinae y sus implicaciones taxonémicas.

e Estimar la demografia historica de las especies.

e Poner a prueba las hipétesis biogeograficas previas.

e Asociar los patrones filogeograficos y demograficos con la informacion
geoldgica y climatica del Centro de México.

e l|dentificar las unidades operativas de conservaciéon para las tres

especies.
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[X. Materiales y Métodos

9.1 Muestreo

Con el proposito de poder representar por completo el rango de distribucion de
las tres especies, se visitd la cuenca endorreica de Patzcuaro, tanto el lago
como manantiales aledafios para el caso de Allotoca diazi, la region del rio
Cupatitzio y sus tributarios, en la cuenca alta del Balsas para A. catarinae y
para la especie A. meeki, se visitd la cuenca endorreica de Zirahuén.

Los organismos fueron colectados con equipo de electropesca, con redes tipo
chinchorro y redes de mano.

Se obtuvo tejido de la aleta pectoral y/o caudal para extraccion de ADN,
amplificacion del gen Cytb y secuenciacion de individuos de las poblaciones de
las tres especies, asi como para el genotipado de los microsatélites. Para
Allotoca catarinae; se visitaron un total de 7 localidades de las cuales, en so6lo
cuatro se encontro la especie. En el caso de A. diazi, se colectaron organismos
en soOlo una poblaciébn (Manantial Chapultepec) de las dos visitadas y
existentes. Finalmente, para A. meeki se colectaron individuos de la Unica
poblacién existente (Opopeo) (Tabla 1, Fig. 10). Los tejidos se preservaron en
alcohol absoluto y se refrigeran a -20°C. Algunos organismos fueron fijados y
depositados en la Coleccion de Peces de Universidad Michoacana para su
registro; el resto de los organismos fueron liberados.

Se realizaron colectas desde el mes de marzo hasta el mes de agosto del
2011. Sin embargo, en el caso de Allotoca diazi no se logro colectar individuos

de la poblacion del Lago Patzcuaro.
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Tabla 1. Numero de organismos colectados para cada especie en su rango de distribucion.

Especie n Localidades Coordenadas Estado
A. catarinae 22 Presa Santa Catarina N 19°25'18.39” Presente
W 102°00°'59.9”
22  Parque Urbano Ecoldgico N 19°23'23.7” Presente
W 102°00’51.8”
31 El Sauco N 19°20’58.4" Presente
W 104°04°'50.6”
La Tzararacuita N 19°23’18.3” Ausente
W 102°03°42.7”
La Tzararacuita-Norte N 19°21’1.5” Ausente
W 102°04°57”
Zumpimito N 19°23°18.3” Ausente
W 102°03°42.7”
18  Presa Cupatitzio N 19°20°33.4” Presente
W 102°08°'00.8”
A. diazi Patzcuaro Posiblemente
Presente
26  Manantial Chapultepec N 20°34°19.1” Presente
W 101°31°29.3”
A. meeki Zirahuén N 19°27°00” Extirpada
W 101°45°00”
17  Opopeo N 19024°22” Presente
W 101°36°13.5”
‘ ‘ - ‘ .
\ O Allotoca diazi
o T 5 ps Al 2\ O Allotoca meeki

90

90 180

i Kildbmetros

-100

\.

O Allotoca catarinae

" Localidad N

(DSanta Catarina 22
@El Sauco 31
@ Parque Ecoldgico Urbano 22
@ Presa Cupatitzio 18
@ Zirahuén-Opopeo 22
(O Patzcuaro 26

Figura 10. Localidades de colecta para las tres especies. N = tamafio de muestra por localidad.
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9.1.1 Obtencidn de Secuencias.

La extraccion de ADN se realizé mediante el protocolo “Fenol-Cloroformo” a
través de la digestion previa por medio del método convencional de CTAB-
Proteinaza K. Para el caso de Allotoca meeki, se utilizé el método de digestion
por medio de SDS-Proteinasa K. Este cambio en la metodologia se realizé por
dificultades en conseguir estabilidad del pH en el CTAB.

Se realiz6 la amplificacion del gen mitocondrial Citocromo b (1140 pb) mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los primers
presentados en Machordom y Doadrio (2001):

GLuDG (forward) 5 TGA CTT GAARAA CCAYCGTTG 3’
H16460 (reverse) 5 CGA YCT TCG GAT TAACAA GAC CG 3’

Se realizaron reacciones individuales a 12.5ul con una concentracion final de
0.2uM de cada primer, 0.25mM de cada dNTP, 1.5M de MgCl, y 1U de Taq
ADN polimerasa. Se sometieron a un proceso en termociclador de reactivacion
de la ADN polimerasa por 2min a 94°C mas 45seg a la misma temperatura
para el proceso de desnaturalizacion de ADN, 1min a 46°C para el
alineamiento de los primers y 1.5min a 72°C para la sintesis, llevando a cabo
35 ciclos a partir de la desnaturalizacion. Ademas se incluyé un periodo de
sintesis final por 5min a 72°C. Los productos de PCR fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y visualizados a través de luz UV,
tefidos bajo Sybr-Safe. Los fragmentos amplificados fueron enviados a servicio
de secuenciacion en Macrogen-Korea y htSEQ (High-Throughtput Sequencing

of Washington University).

9.1.2 Obtencién de Genotipos.
Se utilizaron los primer obtenidos en Boto y Doadrio (2003) y Hamill et al.

(2007), que se han identificado para miembros de la subfamilia Goodeinae bajo
diferentes condiciones de PCR. Para ello se probaron cada uno de ellos (20 en
total) para corroborar su amplificacion y que fueran polimorficos en las especies
del presente trabajo. Se utilizo el siguiente programa de PCR: 95°C durante
2min para el proceso de reactivacion de la polimerasa, 95°C durante un periodo
de 30seg para la desnaturalizacion del ADN. El alineamiento de los primers se
llevé a cabo a una temperatura de 43-60°C durante 30seg 72°C por 30seg para

la sintesis de ADN. Este proceso se repitid durante 35 ciclos a partir de la
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desnaturalizacion. Por dltimo un periodo de 5min a 72°C para la elongacion
final. Cada reacciébn de PCR consisti6 en reacciones de 12.5ul con una
concentracion final de 0.2uM de cada primer donde el forward posee marcaje
por fluorocromo (distinto para cada primer) para la determinacion de la longitud
del fragmento en el secuenciador, 0.25mM de cada dNTP, 1.5M de MgCl, y 1U
de Taq ADN polimerasa. Cada uno de ellos se envio a genotipar para
determinar su condicion de variabilidad. Una vez caracterizada sus condiciones
para su amplificacion por medio de Multiplex PCR y la variabilidad de cada uno
dentro del grupo de especies, se procedid a su amplificacién en todos los
individuos en los que anteriormente se obtuvo para Cytb. Seguido de su
amplificacion, se envi6 a servicio de genotipado para su posterior analisis.

Se probaron y amplificaron los 20 pares de primers que se han identificados
para miembros de la subfamilia Goodeinae bajo diferentes condiciones de PCR
(Tabla 4).

En primera instancia, se realizaron combinaciones para determinar las
longitudes y descartar solapamiento entre ellos de color de fluorocromo y
tamafio. Ademas, se evalud la concentracion de producto de PCR para la
determinacion de la cantidad 6ptima para el genotipado.

El genotipado para los 20 microsatélites se realiz6 en s6lo 16 muestras: 6 para
Allotoca diazi, 5 para A. meeki y 6 para A. catarinae. Esto se realizd6 con el
objetivo de determinar cuales de ellos son polimérficos para las especies
estudiadas en el presente trabajo. Dentro de los 20 loci de microsatélites
disponibles, se encontraron sélo 8 polimdérficos, 4 monomorficos y el resto
posiblemente no sean fragmentos de tipo microsatélite, quiza por ser muy
especificos para las especies que fueron disefiados.

El andlisis de los fragmentos genotipados se realizé mediante el software
GeneMapper v4® y Peak Scanner vl Applied Biosystem, con el cual se
pudieron caracterizar los alelos pertenecientes para las 16 muestras de las 3
especies antes mencionadas.

La calidad de los genotipos de microsatélites (frecuencia de alelos nulos y el
error causado por la desviacion del equilibrio de ligamiento) se analizo a traves
del Software ARLEQUIN v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010) y Micro-Checker
v2.2.3 (Oosterhout et al. 2004).

Corona-Santiago Diushi Keri 37



Filogeografia de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae | Materiales y Métodos

9.2 Analisis de Datos

9.2.1 Cytb.
Diferencia entre Secuencias e Inferencia Filogenética

Las secuencias fueron revisadas y alineadas mediante software de
alineamiento manual a través del software MEGA v5.2 (Tamura et al. 2011).
Para conocer el modelo evolutivo de sustitucion que mas se ajusta a las
secuencias, se uso el programa JMODELTEST v3.7 (Posada, 2008) utilizando
el Criterio de Informacién de Akaike (AIC por sus siglas en inglés) como
meétodo de eleccion. El modelo obtenido fue Transitional Model (Posada, 2003)
+ Proporcion de Sitios Invariables + Gamma (TIM+1+G), (Tabla 2).

Se obtuvieron las distancias genéticas pareadas no corregidas entre
poblaciones (Dy,) en el software Mega v5.2 con 1000 replicas Bootstrap.

La reconstruccion filogenética mediante el método de agrupamiento Neighbor-
Joining, fue realizada con el software Mega v5.2 bajo el modelo por distancias
no corregidas con 1500 replicas Bootstrap y utilizando como grupo externo a
Allotoca zacapuensis. Se utilizd este grupo externo ya que las distancias

genéticas de dicha especie respecto del grupo de especies objeto de estudio
son de Dp=2.5 (Sp=0.2%) siendo considerada como la especie mas cercana

en reconstrucciones filogenéticas anteriores en base a caracteres morfolégicos
y marcadores moleculares (Doadrio y Dominguez-Dominguez, 2004).

La inferencia filogenética por método bayesiano (IB) se obtuvo con el software
MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), bajo el mismo modelo
evolutivo de sustitucién estimado para las secuencias y bajo 2 simulaciones a
través de 3 millones de generaciones, 4 cadenas de Markov y muestreando
cada 100 arboles y valores de Likelihood (-InL) de los estimados. Se hizo un
“Burnin” evaluado graficando los valores de -InL contra el numero de
generaciones, descartando el 10% (3000) de las topologias muestreadas del
total de inferencias reconstruidas, con el resto se obtuvo un &rbol consenso con
desviacion estandar menor al Sp=0.0002. Se utilizé el valor de probabilidades
posteriores bajo intervalos de confianza del 95% (Highest Posterior Density-

HPD) para evaluar el soporte de los nodos.
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Tabla 2. Modelos Evolutivos de Sustitucion y Parametros estimados para Cytb por el Criterio de
Informacion AIC (Criterio de Informacién de Akaike).

Frecuenciade Parametro:

Modelo de Proporcién
o L Modelo L Bases Formade la o
Criterio  Posicion . InL Sustitucion o o y de Sitios
Evolutivo . Nucleotidicas  distribucion .
Tasa Ti/Tv - Invariables
Empiricas Gamma
AIC Todo el TIM+1+G -1702.006 -- A=0.2476 0.1490 0.9430
fragmento C=0.2928
G=0.1349
T=0.3248

Nota: InL=Valor de Likelihood, Ti=Transiciones y Tv=Transversiones.

Finalmente, se realiz6 una inferencia a travées del método de Maxima
Verosimilitud con 1000 réplicas de Bootstrap. Para ello se utilizé el programa
informatico RAXMLGUI v1.3 (v7.3.2 Stamatakis, 2006; Silvestro y Michalak,
2012) con el modelo GTRGAMMAI (Generalized Time Reversible + Gamma +
Proporcién de Sitios Invariables) y 1000 réplicas de Bootstrap, y el mismo
modelo para la estimacién de arbol final (Stamatakis, 2006). En éste modelo se
asume que cada sustitucion nucleotidica, independientemente de si es una
transicion (cambio de purina por purina o pirimidina por pirimidina) o una
transversion (cambio de purina por pirimidina y viceversa), tiene la misma
tendencia relativa de ser sustituida por otra (tasa de intercambiabilidad)
(Tavaré, 1986).

Estructura genética

Se estimd el nivel de estructura genética a través de las pruebas pareadas
entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae, por el calculo del indice de fijacion
(Ps)). Para evaluar la significancia de la diferenciacion genética entre las
especies se llevo a cabo un analisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier
et al. 1992) con 10,000 permutaciones implementadas a través del software
ARLEQUIN v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010). Se aplicé un ajuste de
significancias por medio de la correccion secuencial de Bonferroni (Rise, 1989).
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Demografia Histdrica y Tiempos de Divergencia

La diversidad genética de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae se infirié por
medio de la estima de la diversidad nucleotidica (1, Nei, 1987) y diversidad
haplotipica (h, Nei, 1987), a través del software DNAsp v5.0 (Librado y Rozas,
2009). Ademas se estimaron otros parametros de tipo demografico: Prueba de
Neutralidad (D, Tajima,1993 y Fs de Fu, Fu y Li, 1993; 1997) a través del
software ARLEQUIN v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010), para estimar si se ha
experimentado expansion poblacional, cuellos de botella o heterogeneidad de
tasas mutacionales a niveles especificos.

Para el andlisis filogeografico se utilizd el método Median-Joining; algoritmo
que implementa distancias génicas a través de Maxima Parsimonia para
caracteres multiestado, por medio del software Network v4.6.1.0 (Bandelt et al.
1999).

Los tiempos de divergencia entre las tres especies se estimaron a través de
meétodos de coalescencia con el software Beast v1.6.2 (Drummond y Rambaut,
2007) bajo el modelo de evolucion nucleotidica estimado anteriormente y bajo
el método de Bayesian Skyline Plot (BSP). Para ello se utiliz6 un reloj
molecular relajado el cual permite estimar tiempos de divergencia cuando
existen variaciones en la tasa de mutaciéon dentro del grupo de estudio o bien,
a lo largo de la topologia.

La calibracion a través de un fosil no fue posible, por lo que el reloj molecular
fue calibrado con la tasa de mutacion estimada para Teleosteos en primera
instancia 0.76-2.2%/MA (3.8*10°-1.1*108Sust/Linaje/Sitio/Afio) (Zardoya y
Doadrio, 1999; Machordom y Doadrio, 2001; Perdices y Doadrio, 2001; Near y
Benard, 2004).

Para dicho andlisis se utilizaron 70,000,000 generaciones, muestreando cada
1000 topologias y valores de —InL. Se revisaron los valores posteriores de los
prior en base a los Tamafos Efectivos de Muestra (ESS por sus siglas en
inglés, 2200) a través de Tracer v1.5 y se descartaron el 10% de las topologias
para la reconstruccion del arbol consenso. Esto ultimo se realiz6 tomando las
topologias con valores de soporte mayores al 50% (Posterior Probability
Limit=0.05) que posean limites de confianza mayor o igual al 95% (HPD=95%).
La estima del tamafo efectivo poblacional a través del tiempo se realizé por la

obtencion de la relacién entre genealogias y la historia demografica de las
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secuencias (eventos coalescentes), donde intervalos pequeiios de
coalescencia se agrupan y se eligen el grupo de nimeros Optimos mediante
AIC. Dentro de estos intervalos de coalescencia se puede estimar el tamafio
poblacional a través de BSP (Heled y Drummond, 2008). Para ello se utilizé la
topologia obtenida para la estima de tiempos de divergencia, en la que se
realizaron tres grupos para permitir la estima del cambio del tamafio efectivo
poblacional. Estos grupos estan conformados por las secuencias génicas de
las tres especies de estudio, incluyéndose el total de ellas (n=109) para
maximizar la estima de eventos coalescentes dentro de limites de confianza
(HPD=95%) y reducir el sesgo por tamafio de muestra y diversidad genética.
Un cuarto grupo fue elaborado, el cual anida a las tres especies (Ingroup) y
permite la estima del tiempo de coalescencia genética con el ancestro comudn
(Outgroup) de las tres especies.

La construccion de los BSPs se realizé con el Software Tracer v1.5 con 1000
iteraciones y 10 clases para cada grupo, ho mostrando enmascaramiento de
datos. Se utilizaron el total de topologias generadas anteriormente
(70,000,000).

Se estimaron los eventos coalescentes y los modelos demograficos bajo
inferencia Bayesiana con el software IMa2 (Hey y Nielsen, 2004, 2007, Hey
2010), con la ventaja de que implementa modelos de flujo génico (migracion)
entre poblaciones y por lo tanto maximiza las relaciones en eventos recientes.
Es capaz de distinguir el flujo génico entre poblaciones ancestrales y su
tamafo efectivo poblacional y ademas flujo génico posteriormente al evento de
separacion fisica entre las especies. Por lo que es de gran utilidad para
reconocer procesos antes y después de los eventos coalescentes.

Proporcionar las relaciones genealdgicas entre las especies es indispensable
para este analisis. La genealogia contiene informacion del orden de los nodos
internos en el tiempo. Estos nodos internos corresponden a poblaciones
ancestrales. Por lo tanto, es necesario realizar el andlisis bajo los distintos
escenarios posibleslo que ademas resulta una prueba de hipotesis filogenética.
Ademas, estas reconstrucciones ayudan a identificar modelos filogegrograficos
y filogenéticos para las especies.

Las especies se colocaron en cada nodo terminal indistintamente en los tres

escenarios (Fig. 11).
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Figura 11. Topologias posibles para la estima de tiempos de divergencia, cambios en el tamafio efectivo
poblacional y tasa de migracién a través de Coalescencia. to y t1 representan los eventos de divergencia
entre especies en el tiempo.

La tasa de mutacion utilizada en este caso fue por locus por afio (3.94*10
®Sust/Locus/Afio). Los parametros de tamafio poblacional, tiempos de
divergencia y tasa de migracion que necesita el programa, fueron obtenidos a
través de la media geométrica de la tasa de mutacién por poblacién (4Np) a
través de 6,, (proporcion de sitios segregativos por locus-Watterson’s Estimator;
Watterson, 1975), sin embargo, estos parametros son irrelevantes cuando
Allotoca catarinae tiene valores de diversidad genética iguales a cero. Por lo
gue se estimaron a través de los valores de 6, para A. diazi y A. meeki. Se
utilizé el total de secuencias a excepcidon del grupo externo dado que es una
sola secuencia y puede introducir “ruido” al analisis. Se utiliz6 el modelo
evolutivo de sustitucion HKY (Hasegawa-Kishino-Yano; Hasegawa et al. 1985)
porque es el que se recomienda para ADNmt en este andlisis, el cual asume
gue las tasas de cambio de transicion/transversion son independientes entre si
y por lo tanto pueden ser distintas, distribucion desuniforme de los nucleétidos,
e involucra reversibilidad de tiempo (los parametros del modelo pueden
cambiar a lo largo del arbol) (Gu y Li, 1996).

La duracién del periodo “Burnin” fue de 5,000,000. Un nimero de pasos entre
las topologias muestreadas de 10,000 y un total de 100,000 topologias
muestreadas. Se utilizaron un total de 20 cadenas de Markov (Implementando
el algoritmo Metropolis-Hastings). Se asumido que el tamafio efectivo
poblacional es distinto en cada periodo de tiempo, una generacién anual y un
modelo de migracion entre las especies internas en la topologia. Este modelo

de migracion ayuda a estimar si existio flujo génico antes o posterior a la
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separacion de las especies y su direccion, lo que ayuda a interpretar en
conjunto con otros analisis; procesos de recolonizacion o flujo génico reciente,
hibridacién, clasificacion de linajes incompletos y tiempos de divergencia-
separacion fisica. La convergencia de las cadenas y los valores de ESS fueron

revisados posteriormente.

9.2.2 Microsatélites
Diversidad Genética y Dindmica Poblacional
Se estimd el numeros de alelos por loci y por especie (N3), nUmero de alelos
efectivos (Nae), proporcion de alelos nulos y desequilibrio de ligamiento a través
de ARLEQUIN v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010), Genepop v4.1.2. (Rousset,
2008).
Para conocer si los loci se encuentran en equilibrio de Hardy-Weiberg, se
estimaron la heterocigosis observada (H,) y esperada (He), endogamia por
indice de fijacion de Wright (Fis, Wright, 1951), por medio del programa
ARLEQUIN v3.5.1.3 con un namero de repeticiones de 1,000,000 por medio de
cadenas de Markov y 100,000 permutaciones. Dado los valores de
significancia de la desviacién (HW) para cada uno de los loci, se aplicé la
correccion secuencial de Bonferroni.
Se realiz6 una prueba de significancia para determinar la presencia de un
cuello de botella reciente a través del programa Bottleneck v1.2.02 (Cornuet y
Luikart, 1997). Esta prueba se realiz6 con 10,000 iteraciones y con un limite de
confianza de 95% (P<0.05). Se empled la prueba “Mode-Shift” que utiliza la
distribucion de las frecuencias alélicas. Se espera que estén cerca del
equilibrio mutacién-deriva, aquellas poblaciones que no han experimentado un
cuello de botella y por lo tanto, tenderian a tener mas alelos de baja frecuencia
(<0.1) que alelos con frecuencias intermedias o mayores. Mientras que la
proporcion esperada de alelos de baja frecuencia variaran con la tasa de
mutacion y el modelo de mutacién en un locus particular, siempre se espera
gue sean mas abundantes que aquellos con frecuencia media (Nei et al. 1975).
La prueba “Mode-Shift” detecta la distorsion en la distribucion de las
frecuencias alélicas causada en poblaciones que experimentan cuellos de

botella recientes (Luikart et al. 1998).
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La identificacion de cuellos de botella se realiz6 en base a tres modelos de
evolucion molecular: (1) Modelo de Alelos Infinitos (IAM-Infinite Allele Model;
Kimura y Crow, 1964), en el que cada mutacién puede generar un alelo nuevo
y cada alelo es considerado para ser completamente diferente de otro, se
estima un exceso de heterocigosis por pérdida de variacion en caso de cuello
de botella (Maruyama y Fuerst, 1985); (2) Modelo con Dos Fases (TPM-Tow-
Phase Model; Di Rienzo et al. 1994), que asume que la mayoria de las
mutaciones conllevan la ganancia o pérdida de una unidad de repeticion, pero
que también se pueden producir mutaciones de mayor tamafio con igual
probabilidad y el (3) Modelo de Mutacibn Paso a Paso (SMM-Stepwise
Mutation Model; Ohta y Kimura 1973), en el que el proceso de mutacion afiade
o elimina una unidad en el alelo y se esperaria una deficiencia de heterocigosis
en presencia de cuello de botella. Los valores de significancia se sometieron a

Correccion de Bonferroni.

Estructura Genética

Se estimé el nivel de estructura genético a través de las pruebas pareadas
entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae, por el célculo del indice de Fijacion
(Fst de Wright). Para evaluar la significancia de la diferenciacién genética entre
las especies se llevo a cabo un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)
(Excoffier et al. 1992) estimando los valores de los estadisticos F de Wright
(indices de fijacion Fs, Fis y Fi). Un nimero de 10,000 permutaciones fueron
implementadas a través del software ARLEQUIN v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer,
2010). Se aplicé un ajuste de significancias por medio de la correccion
secuencial de Bonferroni (Rise, 1989).

También se estimd el patron de estructura genética a través de inferencia
Bayesiana. Para esto no se asigné a priori a los individuos dentro de
poblaciones de origen o de especies. Fue necesario variar el nUmero de grupos
posibles del conjunto de datos para determinar el nUmero de grupos que mejor
explican la variacion genética entre las especies (“Criterio AK”=K; Evanno et al.
2005) y la proporcion de individuos asignados por cada agrupacion. Los
valores de K representan el nUmero de poblaciones con mayor probabilidad de
minimizar la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg y Equilibrio de

Ligamiento en cada grupo.
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Por medio del software Structure v2.3.3 (Pritchard et al. 2000), se realizaron
corridas independientes asignado valores de K=1 hasta 10 poblaciones,
asumiendo correlacion de la frecuencia de alelos y bajo un modelo de mezcla
(Admixture Model) (Pritchard et al. 2000; Hubisz et al. 2009); es decir, que la
frecuencia alélica es similar entre las tres especies y que existi6 una posible
union entre los tres grupos en algun periodo de tiempo y por lo tanto,
comparten parte de la variacion genética total.

Para cada valor de K se utilizé el método de Monte Carlo por medio de
cadenas de Markov (MCMC) con un periodo de 100,000 pasos y una longitud
de cadena de 500,000. Se hicieron 10 corridas por cada K estimada para
evaluar la tasa de variacion entre valores adyacentes de K (al incrementar). La
variacion de los valores de Likelihood de cada corrida por K evaluada se utilizé
para calcular AK, que permite identificar el valor de K que mas se ajusta a los
datos (Mayor —InL y menor desviacion estandar). Sin embargo, este método
explica con el menor valor de K el mayor nivel de estructura genética en los
datos, por lo que puede ser subestimada (Falush et al. 2007; Mezmouk et al.
2011).

Para dar robustez al andlisis de estructura genética a través de inferencia
Bayesiana y a la estima del valor de K, se estimaron los valores del indice de
fijacion Fg entre el nimero de grupos en el valor de K que mejor explica la
estructura genética por método de Evanno et al. (2005).

Se estimé el numero de K maximo por medio del Criterio de Informacién de la
Desviacion (DIC por sus siglas en inglés), a través del software TESS v2.3
(Chen et al 2007). El criterio DIC, es un modelo generalizado del AIC y del
Criterio de Informacion Bayesiano (BIC), que a través de la estima de valores
de Likelihood, se relaciona con la bondad de ajuste del modelo y que introduce
una penalizacion debida a la mayor complejidad del modelo: Modelos con
menor DIC son mejores, pues indican un mejor grado de ajuste y un menor
grado de complejidad (Spielgelhalter et al. 2002). De este modo, es posible
obtener modelos de estructura genética que mas se ajusten a los datos y
compararlos con el obtenido a través del método de Evanno et al. (2005). Para
ello se realizaron 10 corridas para cada valor de K desde K=2 hasta 10, con
una longitud de 50,000 pasos y un periodo “Burnin” de 10,000. Se utiliz6 el

parametro Admixture Model y bajo un método de agrupamiento bayesiano
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(Modelo Bayesiano, BYM por sus siglas en inglés) (Durand et al. 2009). El
modelo BYM permite reducir el nimero de grupos espurios dentro de K, dados
cuando la variacion es mayoritariamente clinal, mientras que es capaz de
detectar zonas de pequefias discontinuidades genéticas.

Se utilizé el nimero de individuos y las proporciones de asignacién por grupo
en base al K con mayor valor de -InL (andlisis con Structure v2.3.3) y menor
valor de DIC (analisis con TESS v2.3) para observar el nivel de estructura
genética. Este paso se realizé sumarizando las diez corridas dentro de K dado
a través del software CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007) para
ambos analisis. Se utilizaron 1000 repeticiones y se probaron todos los
modelos posibles reteniendo el de mayor probabilidad con el algoritmo Greedy.
La visualizacion de los graficos de ambos analisis con el niumero de individuos
versus su proporcion de asignacién a cada grupo genético fue construido por
medio del software Distruct v1.1 (Rosenberg, 2004).

La comparacién entre alelos de microsatélites puede proporcionar dos tipos de
informacion: identidad/no identidad de alelo y diferencia en el tamafio de los
alelos (Hardy et al. 2003). Sin embargo, la identidad alélica a la que se refiere
en este caso es a la identidad de estado (dos copias de genes son iguales
aunque provengan de poblaciones diferentes) y no de descendencia (dos
copias de genes son iguales por que provienen de un ancestro comun). El
parametro Fs; describe el grado de diferenciacion genética entre poblaciones y
estd definido como la correlacion entre los estados alélicos y los genes
muestreados dentro de las poblaciones. Esto es la probabilidad de que dos
genes de diferentes poblaciones (y dentro de una misma poblacién) son
idénticos en estado (Wright, 1965; Excoffier, 2001). Bajo este parametro se
pueden asumir dos casos: (1) las especies se diferenciaron genéticamente por
deriva genética sin flujo genético o (2) las especies se diferenciaron
genéticamente a través de un balance entre la deriva genética y el flujo
genético; por ejemplo donde una poblacion aislada con tamafio efectivo
poblacional recibe cada periodo de tiempo (0 generacion) una proporcion de
genes tomados al azar de otra poblacion.

En el caso del pardmetro Fs el tamafio de los alelos es irrelevante. Sin
embargo, la diferencia de tamafos entre alelos puede proporcionar informacién

importante para entender la tasa de mutacién, migracion y tiempos de
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divergencia, y por lo tanto en la diferenciacion genética. Por lo que es
necesario identificar si la diferencia de tamafo entre alelos contribuye a la
diferenciacion genética entre A. catarinae, A. diazi y A. meeki. Para dicho
propoésito se estimaron los valores de Rg;, parametro analogo al Fs; pero basado
en diferencias entre alelos y no entre identidad de estados de alelos, que se
define como la correlacién entre los tamafios alélicos entre los genes
muestreados dentro de las poblaciones. Una desviacion significativa (Rs>Fst)
asumiria que la diferencia entre tamafos alélicos contribuyen a la
diferenciacion genética y por lo tanto, la tasa de mutacion es mayor a la tasa de
migracion posible. De manera opuesta, un equilibrio entre los valores de
diferenciacion genética (Rsi=Fs;) asumiria que no existe una contribucion de las
diferencias de tamarfios entre alelos a la diferenciacion genética entre las
especies estudiadas en este trabajo, sugiriendo ademas que la tasa de
mutacion es menor a la de migracién (Hardy et al. 2002).

La estima de los valores de Rg; se realizd a través de software SPAGeDi vl.3a
(Hardy y Vekemans; 2002). Para ello se obtuvo una prueba de significancia
entre la diferencia de los valores observados de Rs; y Fg de los esperados a
través de un andlisis de permutaciones de tamafios alélicos (Rs) y de
individuos entre las poblaciones (Fs;). Se implementaron 20,000 permutaciones
por analisis sélo asignando los individuos a sus correspondientes poblaciones y

sin informacion espacial.

Tamano Efectivo Poblacional y Tiempos de Divergencia

Los tiempos de divergencia entre las especies, los eventos coalescentes
génicos y los modelos demogréaficos para microsatélites, se estimaron bajo
Inferencia Bayesiana con Modelo de Coalescencia, tomando en cuenta posible
migracion. Esto se realiz6 a través del software IMa2 (Hey y Nielsen, 2004;
2007, Hey, 2010).

La metodologia utilizada para este analisis es la misma que se utilizo para
estimar los tiempos de divergencia por medio de Cytb. Sin embargo se realizo
el analisis en combinacion con los datos de ADNmt porque ayuda a estabilizar
y apoyar un intercambio de tasas de tiempos de divergencia (Promedio de

cambios propuestos aceptados por el criterio de Metropolis-Hastings) entre las
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cadenas (Nielsen y Wakeley, 2001; Rannala y Yand, 2003). Entre mayor es el
namero de datos (>2 poblaciones), mayor es el nimero de variacion y el
namero de cadenas necesarias para lograr un intercambio de tasas. Este
intercambio es necesario, pues ayuda a reducir la desviacion estandar de las
inferencias y generar limites de confianza mas “fiables” (Hey y Nielsen, 2004;
2007; Hey, 2010).

La tasa de mutacion por locus, por gameto y por generacion fue de 1.2*10°
“Locus/Gameto/Generacion; tasa estimada para 2000 microsatélites en Pez
Cebra (Danio rerio) (Shimoda et al. 1999), que ademas es congruente con la
estimada en otros vertebrados (Weber y Wong, 1993; Crawford y Cuthbertson,
1996; Yue y Orban, 2007). El modelo evolutivo utilizado fue SMM pues es el
recomendado para este analisis (Hey, 2010), ademas de que se observé a
través del andlisis de Rg;, que la variacion de microsatélites utilizados en este
trabajo y entre estas especies no esta dado por longitud de los alelos, sino por
la relacidn de heterocigotos observados con los esperados.

La tasa para Cytb fue la misma que en el andlisis independiente
(Sust/Locus/Afo). Se utilizé el mismo modelo evolutivo de sustitucion que se
estimo de manera independiente.

Se realizaron 10 corridas independientes por escenario en las que la duracion
del periodo “Burnin” fue de 500,000 en cada una (5,000,000 en total). Un
namero de pasos de 10,000 entre las topologias muestreadas, ese mismo
namero de topologias se recuperaron por corrida para completar un total de
100,000 topologias al término de las 10 corridas. Se utilizaron en total 150
cadenas de Markov. Se asumié que el tamafio efectivo poblacional y la tasa de
migracion es distinta en cada periodo de tiempo, que hay una generacién al
menos por afo y un modelo de migracion entre las especies. Los valores de
ESS fueron revisados al mismo tiempo que la convergencia de las cadenas por
cada corrida. Las corridas fueron unidas sumando las 100,000 genealogias

generadas en las 10 corridas de cada escenario.

9.2.3 Predicciones de Nicho Ecolégico en el Pasado.
Los modelos de Nicho Ecoldgico son importantes para una variedad de
aplicaciones en ecologia y conservacién en casi todo tipo de organismos

inluyendo peces (Graham et al. 2004). Tiene aplicaciones en el estudio de
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riqueza de especies y su distribucion, distribucion potencial de comunidades,
de habitats amenazados, de especies en el pasado incluyendo la identificacion
de refugios en el pasado, riego asociado a especies invasoras, proteccion y
conservacion de especies amenazadas, efectos del cambio climatico, patrones
de diversidad, el disefio de reservas, delimitacion de regiones biogeograficas,
identificacion de localidades con especies nuevas o raras, delimitacion de
lugares para futuros trabajos de campo, repoblacién, localizacion de corredores
optimos para la distribucion de especies, contraste de hipotesis evolutivas,
efectos de la actividad humana en la distribucion de especies, taxonomia y la
distribucion potencial de enfermedades infecciosas (Mateo et al. 2011). Estos
modelos son por tanto representaciones cartograficas de la idoneidad de un
espacio para la presencia de una especie en funciébn de las variables
empleadas para generar dicha representacion. La idoneidad no es mas que la
relacion matematica o estadistica entre la distribucién real conocida y un
conjunto de variables independientes que se usan como indicadores (Guisan y
Zimmermann, 2000). En el presente trabajo se utilizaron variables climaticas,
donde se esperaria que con algunas de ellas, individualmente o en
combinacion, se puedan definir las areas de distribucion potencial a raiz de
factores ambientales que delimitan las condiciones favorables para la
presencia de las tres especies en el pasado y el futuro.

Los modelos para distintos periodos de tiempo en el pasado permite identificar
sitios que poseian las caracteristicas adecuadas en la que una poblacién o
especies pudo habitar o dispersarse, asi como el impacto del cambio climatico
en esos procesos Y los patrones espaciales de diversidad de especies (Graham
et al. 2006), lo cual es importante para el presente trabajo puesto que puede
reforzar o ayudar a entender las inferencias generada en esta investigacion.

Ya que no se tienen identificados los eventos geoldgicos que se comparten en
espacio y tiempo para la separacion entre Allotoca catarinae, A. diazi y A.
meeki, y debido a la baja divergencia genética entre especies, existe la
posibilidad de que dicha separacidon se produjera en tiempos geologicos
recientes, por lo que la informacion paleoclimatica podria ser una herramienta
poderosa que podria ayudar a esclarecer la historia evolutiva de las especies
bajo estudio. De esta forma, la prediccion de areas histéricas de distribucion

similares entre especies en un mismo periodo de tiempo, sugeririan la
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inexistencia de barreras ambientales. Las barrearas climéticas podrian estar
asociadas a barreras geogréficas y su inexistencia permitiria probablemente la
conexidn de las poblaciones hasta ese punto o al menos durante ese periodo.
Esta area tendria el potencial para ser habitada por la especie en cuention y
permitiria reconstruir el rango de distribucion ancestral probable. Mientras que
en la prediccion de areas de distribucion ancestrales diferentes en un mismo
periodo de tiempo entre dos o mas regiones por especie, hablarian de la
aparicion de una barrera climéticas antes o durante ese periodo. Sin embargo,
en el ultimo caso es posible que en fracciones del area de distribucion antigua
de una especie se traslape con la de otra reconstruyendo el rango de
distribucion ancestral probable o corredores potenciales de distribucion. En
ambos casos, los puntos de sobrelapamiento entre areas de distribucion de
cada especie reflejaria posibles conexiones fisicas en el pasado o regiones con
condiciones idoneas para su colonizacion; mientras que la ausencia de
sobrelapamiento, las posibles barreras climaticas que se han formado a lo largo
del tiempo asociadas a eventos geoldgicos. Para ello seria necesario comparar
al menos dos periodos de tiempo. Dado esto, se esperaria que existiera
congruencia de la similitud/diferencias de areas de distribucion hacia el pasado
con la informacion geoldgica, topografica y los tiempos de divergencia
genéticos entre las especies.

Se realizaron predicciones también hacia el futuro a través de condiciones
climaticas. Las predicciones de nicho ecoldgico para el futuro permiten generar
informacion importante para el desarrollo de programas de conservacion tanto
de areas geograficas como de su biota.

Se utilizé la técnica discriminante que utiliza los datos de presencia y ausencia
para construir un modelo clasificador. En este caso se utilizd el método de
Méaxima Entropia con el software Maxent v3.3.3 (Philips et al. 2006; Philips &
Dudik, 2008). Maxent genera sus propias ausencias, por lo que no es
necesario introducir datos de usencia en el software.

Las variables bioclimaticas son derivadas de la temperatura y precipitacion
mensual, lo que permite darles un senido biologico a estas variables. Se
utilizaron 19 variables basadas en reconstrucciones paleocliméaticas de tres
periodos diferentes en el tiempo hacia el pasado (Tabla 3): Periodo interglaciar
de hace ~120-140,000 afios (Otto-Bliesner et al. 2006), el ultimo maximo
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glaciar hace ~21,000 (Otto-Bliesner et al. 2006a) y un periodo de 50 afios
desde 1950-2000 (Hijmans et al. 2005). Fueron utilizados de igual manera las
19 variables para 3 periodos en el futuro: el afio ~2020, el ~2050 y el 2080
utilizando la reduccién de escala NCAR-CCSMO0.3 (Ramirez y Jarvis, 2008), ya
que los parametros que toma en cuenta se encuentran en la media del resto de
modelos. Se consideraron estos periodos por el cambio de condiciones que

hay entre uno y otro, principalmente de temperatura y precipitacion.

Tabla 3. Variables Climaticas utilizadas para el modelo de Nicho Ecolégico en el Pasado.

No. Variable Climética
1 Media de Temperatura Anual
2 Oscilacion Diurna de Temperatura
3 Isotermalidad (Cociente entre variables 2 y 7)
4 Estacionalidad de la Temperatura (Desviacién Estandar en %)
5 Temperatura Media Maxima del Mes Mas Calido
6 Temperatura Media Méxima del Mes Mas Frio
7 Oscilacion de la Temperatura Anual
8 Temperatura Media del Cuatrimestre Mas Lluvioso
9 Temperatura Media del Cuatrimestre Mas Seco
10 Temperatura Media del Cuatrimestre Mas Calido
11 Temperatura Media del Cuatrimestre Mas Frio
12 Precipitacién Anual
13 Precipitacion del Mes Mas Lluvioso
14 Precipitacion del Mes Mas Seco
15 Estacionalida

d de la Precipitacion (Coeficiente de Variacion)
16 Precipitacion del Cuatrimestre Mas Lluvioso
17 Precipitacion del Cuatrimestre Mas Seco
18 Precipitacion del Cuatrimestre Mas Calido
19 Precipitacion del Cuatrimestre Mas Frio

Las predicciones se realizaron utilizando los puntos de muestreo y las
localidades donde se han registrado la presencia de cada una de las especies.
El nimero de individuos utilizados fue el mismo que el usado en el analisis
genético. También se realizaron con soélo un registro por localidad, sin embargo
no varid la prediccion. Demostrando que la fuente de variacion esta en la
localizacion y no en niumero de individuos en la misma.

Los puntos de muestreo se clasificaron en modelos para cada una de las
especies y en cada periodo. Se analizaron por separado utilizando un total de

5,000 iteraciones por proceso con 100 réplicas Bootstrap para generar los

Corona-Santiago Diushi Keri 51



Filogeografia de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae | Materiales y Métodos

intervalos de confianza del 95%. A cada analisis por especie y por periodo se
les asigno varios valores de “multiplicador de regularizacion” (Regularization
Mutiplier: RM), parametro que influye en el nivel de enfoque o cuéan
cercanamente se ajusta la distribucion de salida obtenida. Un valor menor que
el valor por defecto (RM=1) producira una distribucion mas localizada que se
ajustan estrechamente a los registros de presencia dados. Un valor mayor
producira una distribucion potencial mas extendida. Los valores asignados
fueron de RM=0.01-1. Cada andlisis con dicho valor de RM fue evaluado a
través de los valores de AUC (Area debajo de la curva ROC o Receiver
Operating Characteristic; por sus siglas en inglés). Valores de AUC=0.5
significa que el modelo no tiene valor discriminante (equivalente a una
clasificacion al azar). Valores de AUC=1 el modelo ha separado presencias de
ausencias con un ajuste perfecto. En otras palabras, bajos valores de AUC
hablarian de que la distribucién potencial predicha es explicada parcialmente
por las variables utilizadas y por lo tanto el modelo es deficiente y poco
robusto, mientras que con valores altos o de 1 se esperaria que la distribuciéon
potencial predicha se explica muy bien a partir de variables climaticas. Sin
embargo, los modelos pueden dar idénticos valores de AUC para la misma
especie y el mismo periodo, pero con distinto valor de RM. Por lo que en estos
casos los modelos fueron evaluados a través de la menor tasa de omisién que
cada modelo proporcione, la cual es el porcentaje de predicciones verdaderas
no detectadas en un modelo siendo utilizadas las predicciones falsas o falsos

negativos.

9.2.4 Predicciones de Nicho Ecolégico en el Futuro e Identificacion de Unidades

de Conservacion.

Para la identificacion de las unidades de conservacion se incorpord tanto la
informacion genética, biolégica y ecologica obtenida de la presente
investigacion, asi como la informacion relevante obtenida de la bibliografia
siguiendo lo expuesto en Doadrio et al. (1996), Crandall et al. (2000), Moritz
(2002) y Dominguez-Dominguez et al. (2007).

El concepto de unidad de conservacion utilizado en este estudio es el llamado
OCU (Unidad Operacional de Conservaciéon) (Doadrio et al. 1996). Definido

como un area continua limitada por barreras geogréaficas bien definidas y

Corona-Santiago Diushi Keri 52



Filogeografia de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae | Materiales y Métodos

habitada por una o mas poblaciones que comparten el mismo patrén genético.
Asume entonces que la conservacion como unidad, puede garantizar su
viabilidad de las poblaciones o poblacion que se consideren dentro.

La identificacion y establecimiento de un OCU puede realizarse en base a la
variabilidad genética, diferenciacion y estatus de conservacion actual. Por lo
tanto, en el presente trabajo se estableceran las OCUs pertinentes en base a la
informacion biogeografica, genética y ambiental recabada. Sin Embargo es
necesario incluir criterios sociales y politicos para reforzar o rechazar dicha
determinacion.

Con la idea de proporcionar informacién adicional en torno a la conservacion
de las especies estudiadas y dar informacion a futuro en relacién a las OCU’s
seleccionadas, se realizaron predicciones de nicho hacia el futuro a través de
condiciones climéticas. Las predicciones de nicho ecologico para el futuro
permiten generar informacion importante para el desarrollo de programas de
conservacion tanto de areas geograficas como de su biota.

La metodoldgia y variables utilizadas son las mismas que ya fueron explicadas
para las predicciones en el pasado. En este caso se eligieron 3 periodos en el
futuro: el aflo ~2020, el ~2050 y el 2080 utilizando la reduccién de escala
NCAR-CCSMO0.3 (Ramirez y Jarvis, 2008), ya que los parametros que toma en
cuenta se encuentran en la media del resto de modelos. Se consideraron estos
periodos por el cambio de condiciones que hay entre uno y otro, principalmente
de temperatura y precipitacion.

Se utilizé el escenario futuro A1B del panel intergubernamental en cambio
climatico-reporte especial en escenarios de emisiones (IPCC-SRES por sus
siglas en inglés). Los escenarios del IPCC-SRES en primera instancia fueron
construidos para explorar el futuro desarrollo del entorno global, con especial
referencia a la produccion de gases de efecto invernadero y las emisiones de
precursores de aerosoles. Estos escenarios contienen varias fuerzas motrices
qgue podrian influir en las emisiones de gases de efecto invernadero, sistema
de energia, cambio de uso de suelo, etc. Siendo una de las fuentes mas
tomadas en cuenta el crecimiento poblacional y el desarrollo socioecondmico.
Sin embargo, la evolucién de las fuerzas que impulsan el cambio climatico
subyacente son inciertas. Esto da lugar a una gama muy amplia de posibles

trayectorias de las emisiones de gases de efecto invernadero. En si, los
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escenarios futuros describen las relaciones entre las fuerzas motrices de la
emision de gases de efecto invernadero y las emisiones de aerosol y su
evolucion durante el siglo XXI para largas regiones del mundo o globalmente,
representando diferentes grados de desarrollo demografico, socioeconémico,
tecnologico y ambiental.

Los escenarios de la familia “A” se enfatizan en el desarrollo econémico, social
y cultural, dejando de lado las cuestiones del medio ambiente. Mientras que los
escenarios de la familia “B” estan enfocados en el balance entre manejo y
conservacion de los recursos naturales y el desarrollo econémico y
sociocultural. Existe una combinacion entre ambas familias, teniendo como
resultado varios escenarios mas. Los escenarios proveen los suficientes
contrastes entre ellos para generar importantes criterios y vias para la
conservacion de las tres especies.

El escenario A1B futuro enfatiza en la riqueza humana globalizada. Describe
un desarrollo econdémico rapido, un crecimiento poblacional con un pico hasta
medio siglo y que declina en la segunda mitad, y la introduccién rapida de
nueva y mas eficiente tecnologia. Subraya la convergencia econémica regional,
la capacidad de desarrollo y el aumento de las interacciones culturales y
sociales, con una reduccidén sustancial en las diferencias regionales en los
ingresos per capita y un balance entre la disponibilidad y el uso de
combustibles fésiles y otros recursos energéticos (Ramirez y Jarvis, 2008a). Se
utilizé sélo este escenario puesto que es una combinacion de ambas familias y
si se utilizaran todos los escenarios seria dificil de construir una interpretacion

bioldgica.
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X. Resultados

10.1 Muestreo

10.1.2 Secuenciacion y Alineamiento Cytb.

Se obtuvieron un total de 109 secuencias para las tres especies. Siendo 52
secuencias de cuatro poblaciones de Allotoca catarinae: Presa Santa Catarina
(13), Parque Urbano Ecolégico (15), El Sauco (11) y Presa Cupatitzio (13); 35
secuencias de una poblacion de A. diazi (Manantial Chapultepec) y 22
secuencias de A. meeki de su Unica poblacion en Opopeo. Las secuencias
fueron alineadas manualmente por medio de Mega 5.2 y se corrobord la
congruencia de las bases por medio de los cromatogramas, para descartar que
la variabilidad se deba a artefactos del proceso de secuenciacion.

10.1.3 Obtencidn de Microsatélites.

Se genotiparon los 96 organismos para los 7 microsatélites polimorficos, que
corresponden al 88% de organismo obtenidos para Cytb (n=109). Se
obtuvieron 42 genotipos (2N) de Allotoca catarinae: Presa Santa Catarina (9),
Parque Urbano Ecolégico (15), EI Sauco (9) y Presa Cupatitzio (9); 37
genotipos de A. diazi de la poblacion del Manantial Chapultepec y 22 genotipos
de A. meeki de su Unica poblacion en Opopeo.

El andlisis de los fragmentos genotipados se realizé mediante el software
GeneMapper v4® y Peak Scanner vl Applied Biosystem, con el cual se
pudieron caracterizar los alelos pertenecientes para los 96 individuos de las 3

especies antes mencionadas (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracterizacion de 20 loci de Microsatélites en Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.

Ta=Temperatura de alineamiento. ND=No designado como alelo por posible inespecificidad.

Locus Posible Repeticién Secuencia del Primer Ta MgCl,  Tamafio de
(°C) (mM) alelos
aprox.

ZT1.2 (GT)14 F GTGCAGGCATGAGTTGTCTC 60 3 266
R GTCTGTGAACACACAGTCA

ZT1.3 (GT)20(GGAG)s F GTTCCATCTGATAGGCTTCA 43 15 318
R CTGTAGGTGCTACAGCTATA

ZT1.6 (TG)21 F GCACCTCCTAATACCTCACA 60 3 240-306
R AAGCAGCAGTACTGTGAGCT

ZT1.7 (GGAT)12 F TTGCTATATTGTCAGTCT 52 15 130-250
R ACTGAAATACTGTTTGTGT

ZT1.9 (GGAT)30 F CTGATGGTTTGAATCTATGC 60 3 392-487
R TGAAGAAGCTGTCTGAGAGG

ZT1.12 (GT)s F AGAACGATACAGAGTCAGT 56 1.5 247
R GAGTTATGCTACTATCAGC

ZT1.25 (GT)a F CCACTGCTACATCT 49 3 ND
R CTAGGACACTTCAA

ZT1.29 (TG)sAAT(GA)4 F AACACTGTTATCTGTGGAGG 52 15 ND
R ATACAGGACAGTGGTGCAAG

ZT1.43  (TG)ao(AG)sTG (AG)a4 F GCTGTGGTTATGGGTTTATC 56 1.5 150-230
R GCAGACATCCCTCAGTATGT

XC18 (CA)14 F AGGTCATCCGGAGAAAGGT 60 2.25 519-625
R TTTCACAATCAAACCCCATGT

XC25 (AC)16 F CCTATTTGGGCTCCTGCTG 60 3 178-196
R CTTTCTTCCGTCCGGACTCT

AS2 (AC)10G(CA)22 F CGAAAGCTGTTGTCCTCCT 60 1.5 220-275
R TTGTGATGCAAAAGCAGTCGT

AS4 (AC)s F GCAACAGAGGAGAGAGCGT 60 1.5 ND
RTGCTGTTGTCTCTGTTCTGTTG

AS5 (GT)1s F GACTGCCACAAGTTACCTTCAC 60 1.5 200
R TTCCAGACTCTGCCAACCT

CAG6 (CA);CT(CA): F GAAAGGTCGCTAGTCCATCACA 52 3 ND
RGTGTGGGTTTTCTCCGTGT

CA8 (CA)10GA(CA); TA(CA)16 F CACACTCACTGAACTACATACTCG 50 3 ND
R GTAACCTGTGTTTGTATGACCTT

CA10 (CA)sGA(CA)32 F GTCTATTGGCGTCAGCACAGTT 52 1.5 ND
RTTGGGTACATCGTGTTCGTTCT

CA12  (CA)yCC(CA)z F CGGCTCTACTGAACCAAAATC 49 3 ND
R CTGAACTTCCCTCCATCCA

IW193 (CA)10 F CGGCATCAGTTCCTTTAA 52 1.5 ND
R CGAGGAAGAGGATGGAGATG

IW196 (CA)13 F GGGGAGACAGCAAATGAGAA 60 1.5 197-251
R TATAGCGGGGCTTTTCACAC
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10.2 Analisis

10.2.1 Cytb.
Diferencia entre Secuencias e Inferencia Filogenética

Las distancias genéticas medias de Allotoca catarinae fueron de Dp=0.6%
(Sp=0.2%) con respecto a las otras dos especies. Allotoca diazi y A. meeki
tienen una divergencia de Dp=0.3% (Sp=0.1%) (Tabla 5).

Las topologias de las tres inferencias de reconstruccion filogenéticas
resultaron congruentes entre si. Los valores de Bootstrap fueron poco
diferenciales con las probabilidades posteriores (HPD=95%) dados por el
método bayesiano y con un adecuado soporte de ramas (>90 en niveles
interespecificos en al menos un método). Las relaciones y estructura del arbol
fue la misma al utilizar el total de las secuencias y utilizando sélo los haplotipos
encontrados (h=9; Tabla 8)). La topologia esta conformada por dos grupos muy
cercanos o haplogrupos. Uno agrupa a Allotoca diazi (h=5 n=35) y A. meeki
(h=3 y n=22) y por lo tanto, no se recobran con una monofilia reciproca. En el
otro grupo donde sélo se encuentra la totalidad de las secuencias de A.

catarinae, con un haplotipo (h=1y n=52) (Fig. 12).

Tabla 5. Distancias genéticas pareadas absolutas D, no corregidas (Bajo Diagonal) y su error estandar
(Sobre la Diagonal) a partir de Cytb para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.

A. diazi A. meeki A. catarinae
A. diazi -- 0.1 0.2
A. meeki 0.3 - 0.2
A. catarinae 0.6 0.6 --
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Figura 12. Inferencia Filogenética de las especies <+Allotoca diazi, “*A. meeki y <*A. catarinae con el gen
mitocondrial Cytb. Los numeros representan los valores de Probabilidades Posteriores por Inferencia
Bayesiana, Valores de Bootstrap para Maxima Verosimilitud y Neighbor-Joining en orden descendente.

Estructura Genética

La mayor variacion fue explicada por el componente de variacion entre grupos
(especies) (Pst=0.82 P<0.05) (Tabla 6). La variacion dentro de las poblaciones
explica un 17.55% de la variacion total. Los valores de @ fueron altos al
comparar Allotoca catarinae respecto de A. diazi y A. meeki, encontrando un
nivel de diferenciacion debido a deriva genérica de ®5=0.840 y &4 =0.960,
respectivamente (Tabla 7). Dichos valores fueron significativamente diferentes
de cero y soportado por el bajo nimero de migrantes con respecto a A. diazi
(Nm=0.095) y A. meeki (N,=0.020). Allotoca diazi tiene un valor de
diferenciacion de ®4=0.350 y significativamente diferente de cero (P<0.05), con
un nimero de migrantes mayor que en la relacién A. catarinae-A. diazi/meeki
(Nm =0.926). Sin embargo los valores de N, son bajos, lo que indica que las
especies se encuentran aisladas de flujo génico entre si, en cuanto al gen Cytb

respecta.
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Tabla 6. Estructura genética a través de analisis de varianza molecular (AMOVA) para Allotoca diazi, A.
meeki y A. catarinae.

%Entre %Dentro de los
Grupos Dt Grupos Grupos P
A. diazi
A. meeki 0.916 85.45 17.55 <0.05
A. catarinae

Tabla 7. Diferenciacion genética estimada para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.

A. diazi A. meeki A. catarinae
A. diazi -- 0.926 0.095
A. meeki 0.350* -- 0.020
A. catarinae 0.840* 0.960* --

Nota: Valores de ®st pareados (Bajo la Diagonal) y Numero de Migrantes (Nm; Sobre la Diagonal). * Valor
de significancia P<0.05 después de la Correcion de Bonferroni.

Demografia Histdrica y Tiempos de Divergencia

La diversidad nucleotidica es baja en las poblaciones evaluadas de Allotoca
diazi (1=0.003) y A. meeki (11=0.0007), mientras que para A. catarinae es nula.
La diversidad haplotipica en A. diazi y A. meeki es moderadamente alta
(h=0.78 en n=35), en A. meeki es menor pero se mantiene moderadamente
alta (h=0.52 en n=22). Mientras que en A. catarinae es nula, mostrando la
existencia de un solo haplotipo; a pesar de que se analizaron cuatro
poblaciones y un mayor nimero de individuos (n=52).

Allotoca diazi posee cinco haplotipos en una sola localidad (Manantial
Chapultepec), de los cuales comparte dos con A. meeki. Esta Ultima tiene tres
haplotipo de los cuales s6lo uno es Unico para la misma. Allotoca catarinae
posee un unico haplotipo a lo largo de su rango de distribucion y no es
compartido con ninguna de las otras dos especies.

En el analisis filogeografico se pueden observar los posibles haplotipos
ancestrales  extintos 0 secuencias no  muestreadas  (Median
Vectors=Intersectos). Ademas, permite observar las relaciones entre los
haplotipos (haplotipos compartidos-Unicos) antes descrita, la frecuencia de
cada haplotipo y su correlacion espacial.

No es posible identificar haplogrupos entre Allotoca diazi y A. meeki y por lo
tanto, no existe congruencia espacial para los haplotipos de A. diazi y A. meeki,

dado que se encuentran mezclados entre si y dadas sus distancias genéticas
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tan reducidas (Dp0.3%, Sp=0.1%). Sin embargo, A. catarinae conforma un

haplogrupo que posee 4 pasos mutacionales con respecto a los haplotipos de
A. diazi y A. meeki mas proximos (Fig. 13). Dentro del haplogrupo de A. diazi-
A. meeki hay un maximo de 3 pasos mutacionales entre haplotipos y un minimo

de 1 paso mutacional.

o

Figura 13. Red de Haplotipos para «+Allotoca diazi (n=35), “*A. meeki (n=22) y < A. catarinae (n=52).
Los valores en la figura representan las frecuencias de cada haplotipo. Los circulos con circunferencia
naranja representan los Median-Vectors.

La prueba de neutralidad por medio de los estadisticos D; de Tajima (1989) y
Fs de Fu y Li (1993; 1997) fueron no significativo para la desviacién de la
hipotesis nula que asume neutralidad en el marcador para Allotoca diazi y A.
meeki (Tabla 8). El estadistico D; fue positivo para A. diazi (Di=1.61). Allotoca
meeki presenta un valor estimado de D;=-0.86. El estadistico Fs fue positivo en

ambos casos (Fs=2.07 y Fs=0.69 respectivamente).

Tabla 8. Diversidad genética de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae y Prueba de Neutralidad.

Especie n Hn Poblaciones ™ h [OR (o] Fs Fu Li D
A. diazi 3% 5 1 0.0030 0.78 0.0016 1.70 2.07ns 1.61ns
A. meeki 22 3 1 0.0007 0.52 0.0010 1.10 0.69ns  -0.87ns
A.catarinae 52 1 4 0 0 0 0 - -

Nota: n=tamafio de muestra, Hn=numero de haplotipos, T=Diversidad Nucleotidica, h=Diversidad
Haplotipica, ©@s=Numero de Sitios Segregativos por sitio ©=Numero de Sitios Segregativos por Locus y

Ns=No Significativo para las Pruebas de Neutralidad.
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El tiempo estimado para el ancestro comun mas reciente (TMRCA) de las tres
especies esta entre los 0.14MA y 0.90MA (HPD=95%) (Fig. 15), el cual es el
tiempo de divergencia genético estimado respecto de su ancestro comun A.
zacapuensis. El tiempo de divergencia estimado para A. catarinae respeto de
A. diazi y A. meeki fue entre 0.0048MA y 0.21MA (HPD=95%), mientras que la
posible separacion fisica de las tres especies pudo ocurrir entre los 0.140MA y
los 0.890MA (HPD=95). Sin embargo, A. diazi y A. meeki no muestran un
patrén claro de divergencia genética puesto que se encuentran mezcladas
ambas especies dentro de un mismo grupo genético. El tiempo de
coalescencia genético para A. diazi (0.065-0.490MA) y A. meeki (0.060-
0.470MA) ocurre posiblemente en el mismo periodo de tiempo, sin embargo
este no es posible de observar sin un analisis independiente.

El tamafio efectivo poblacional a través del tiempo (HPD95%) para A. diazi es
constante dentro del periodo de coalescencia 0.065-0.490MA. De igual
manera se comporta el tamafio efectivo poblacional de A. meeki (0.060MA-
0.470MA). Allotoca catarinae muestra una reduccién poblacional en los ultimos
50mil afios (HPD=95%) que puede estar asociada a la diversidad genética nula
observada a partir de Cytb (Fig. 14).

La distribucion de las densidades marginales fue bimodal sin tomar en cuenta
el grupo externo. Los eventos de coalescencia para Cytb entre A. diazi y A.
meeki se sobrelapan, mientras que en A. catarinae se observa una rama larga,
lo cual se atribuye a la dificultad de encontrar un evento coalescente respecto a
A. diazi y A. meeki.
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Figura 14. Cambio en el tamafio efectivo poblacional para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a través

del método BSP. Se pueden identificar los valores Minimos (MIN), Maximos (Max) y la Media ( X ) de los
limites de confianza (HPD2=95%) donde se estima el TMRCA.
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Figura 15. Modelo Coalescente de
Cytb para Allotoca diazi, A. meeki y A.
catarinae a través de BSP. Se observa
sobrelapado la topologia consenso, la
distribucion de los TMRCA vy los
tamafios efectivos poblacionales a
través del tiempo (*) para Allotoca
diazi, A: meeki y A. catarinae. Las
lineas punteadas representan los
limites de confianza (HPD=95%)
donde se encuentra el TMRCA. Las
curvas representan las densidades
marginales para el TMRCA estimado
para cada especie incluyendo A.

zacapuensis (gris).
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La estima de tiempos de divergencia a través de IMa2 en los tres escenarios
(Fig. 16) mostro que la posible separacion entre las tres especies ocurrio muy
recientemente, en los ultimos 0.5MA (HPD=95%), tiempo que se encuentra
dentro de los rangos estimados a través del software Beast v1.6.2. El tiempo de
divergencia entre A. diazi y A. meeki fue entre 0.0-0.42MA (Tabla 9). Sin
embargo, no se observa un pico bien definido, lo que puede indicar que aun no
divergen genéticamente. El tiempo minimo de divergencia estimado para estas
Gltimas dos especies, es menor al tiempo en el que se estima el evento
coalescente genético a través de Beast v1.6.2. Por otro lado, se estimo un
tiempo de divergencia de A. catarinae respecto de A. diazi de 0.044-0.46MA,
mientras que la divergencia respecto de A. meeki se estimé entre 0.029-
0.46MA, rango mas amplio del estimado a través de Beast v1.6.

El estimado del nimero de migrantes por generacién se muestra en la figura
16 (Centro) y Tabla 9. La tasa de migracion estimada entre A. diazi y A. meeki
fue de 2N,,=0.3-1.9/Generacién (HPD=95%). El modelo de migracién se ajusto
significativamente al periodo posterior a la separacion entre ambas especies,
sin embargo el nimero de migrantes por generacién no fue significativo.
También se ajusté el modelo de migracién significativamente en los escenarios
en los que A. diazi y A. meeki eran los grupos basales, lo que sugiere un flujo
génico considerable (2N,=0.4-1.8/Generacién) antes de su separacion y por lo
tanto una conexién entre los habitats, aunque este flujo no sea significativo a
través de la informacién de Cytb. La tasa de migracién estimada entre A.
catarinae y A. diazi fue de 2Ny,= 0.0-1.8/Generacion y 2N;,,=0.4-1.8/Generacion
con respecto a A. meeki, siendo no significativo y con una relacion negativa
entre probabilidad y namero de migrantes en ambos casos. El modelo de
migracion de A. catarinae con respecto de A. diazi y A. meeki no se ajustd
significativamente en ningun escenario.

El tamafio efectivo poblacional histérico (posterior a la separacion) estimado
para las tres especies tiene probabilidades muy bajas, atribuible a la resoluciéon
del gen Cytb (Tabla 9). El tamafio efectivo poblacional para A. diazi se estimo
entre l1os N.=140,000-380,000 individuos (HPD=95%) pero con probabilidades
posteriores menores al 50%. Mientras que se estimdé un tamafio efectivo
poblacional entre N=80,000-380,000 individuos para A. meeki pero con

probabilidades aun menores. Por otro lado, el tamafio efectivo poblacional de
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A. catarinae tuvo un minimo menor que en las otras dos especies N.=50,000-
380,000 individuos. El tamafo efectivo poblacional inicial para el ancestro

comun de las tres especies se estimo en N.=30,000-380,000 individuos.

Tabla 9. Rangos de tiempos de divergencia, tasa de migracion y tamafio efectivo poblacional de A. diazi,
A. meeki y A. catarinae a través de IMa2 para el gen Cytb (HPD=95%).

Tiempos de Tasa de Tamafio Efectivo
divergencia Migracion/Generacion Poblacional
(MA) (Individuos)
A. diazi 140,000-380,000
A. diazi/A. meeki 0.0-0.42 0.3-1.9ns*
A. meeKi 80,000-380,000
A. diazi/A. catarinae 0.044-0.46 0.0-1.8ns
A. catarinae 50,000-380,000
A. meeki/A. catarinae 0.29-0.46 0.4-1.8ns

Nota: ns=no significativo, *ajuste significativo a modelo de migracidn anterior y posterior a la separacion.
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Figura 16. Distribucién de las probabilidades en el andlisis de tiempos de divergencia (Izquierda), tasa de migracion (Centro) y tamafio efectivo poblacional histérico (Derecha) a través
de IMa2 con el gen Cytb para diferentes escenarios de ancestria-descendencia entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.
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10.2.2 Microsatélites.
Diversidad Genética y Dindmica Poblacional

El nimero promedio de alelos por locus es de N,=10.4+3.5 alelos. Mientras
que el namero promedio de variantes genéticas que contribuyen a la
heterocigosis en cada locus (NUmero de Alelos Efectivos Ng) es de
Nae=5.8+2.2 (Tabla 10).

El nUmero de alelos promedio de A. diazi por el total de loci es de N;=9.9+3.0,
con un namero de alelos efectivos de N,.=4.9+1.8. Mientras que A. meeki tiene
un promedio de alelos por total de loci de N;=11.3%£2.3 y un namero de alelos
efectivos de N,.=6.9+2.1. Allotoca catarinae tiene una diversidad alélica menor
con un promedio de alelos por total de loci de N;=10.0+6.3 y un numero de
alelos efectivos de N,e=5.5£3.9. Esta Ultima especie tiene una variacion mayor
en el numero de alelos y en sus frecuencias (Tabla 10, Tabla C1).

La proporcion de alelos nulos en el total de los loci es de P,;,=0.06+0.06 siendo
no significativa después de la correccion de Bonferroni. Por cada homocigoto
esperado en el total de los locus, se predicen 0.06£0.03 heterocigotos con una
probabilidad menor al 95%.

Se encontrdé un desequilibrio de ligamiento promedio de DL=0.06+0.03 en los
loci. Siendo no significativa esta desviacion del equilibrio después de la
correccion de Bonferroni. Sin embargo, se encontré un desequilibrio de
ligamiento significativo (P<0.05), interpretado como una asociacion no al azar
entre los loci AS2 y ZT1.9 en A. diazi. Este hecho nos obliga a utilizar sus
covarianzas, pues la varianza aditiva total ya no es la suma de todos los loci, si
no que hay que contar la covarianza entre estos loci. Esta covarianza es

negativa la cual reduce la variacion genética (Efecto Bulmer; Bulmer, 1971).
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Tabla 10. Diversidad Alélica en 7 loci de Microsatélites por locus y por especie (Allotoca diazi, A. meeki y
A. catarinae).

Locus Na Nae Pan DL
XC18 14.0+3.6 7,6+0.9 0.05 --
ZT1.6 10.0+3.6 5.9.0+3.3 0.04 --
ZT1.7 12.0£2.0 7.0£0.3 0.04 --
IW196 9.3+2.1 4.4+2.1 0.06 --
XC25 5.0£3.0 2.0+0.8 0.07 --
AS2 7.3t1.5 5.0+1.6 0.12 --
ZT1.9 15.0+1.7 8.6+3.3 0.07 --
Total 10.4+3.5 5.8+2.2 0.06+0.03

Especie n Na Nae Pna DL
A. diazi 35 9.9+3.0 4,9+1,8 0.10 AS2-ZT1.9*
A. meeki 22 11.3£2.3 6.912.1 0.01 --
A. catarinae 52 10.0+6.3 5.5+£3.9 0.05 --
Total 96 10.4+0.8 6.2+1.0

Nota: n=Tamafio de muestra, Na=Numero Promedio de Alelos, Nze=NUmero Promedio de Alelos
Efectivos, Pan=Proporcion de Alelos Nulos después del Correccién de Bonferroni (*=P>0.05) y
DL=Desviacion del Equilibrio de Ligamiento después del Correcion de Bonferroni (*<0.05).

La comparacion de las frecuencias de heterocigosis observada (Hp) y la
esperada (He), permiti6 encontrar que los loci incluidos en los andlisis
estadisticos para A. diazi (excepto los loci XC18 y ZT1.6) y A. catarinae
(excepto los loci ZT1.6, IW196 y XC18) y sus poblaciones, presentan una
desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg, después de la
correccion de Bonferroni (P<0.05) (Tabla 11).

Se identificaron tres cuellos de botella recientes significativos para cada una de
las especies y bajo distintos modelos (IAM, TPM y SMM) a través de Bottleneck
v1.2.02 tras la correccion de Bonferroni.

Se identifico un cuello de botella atribuido a deficiencia de heterocigosis en A.
diazi (SMM-P<0.005), soportado por el coeficiente de endogamia positivo y
significativo (Fis=0.141; P<0,05). Mientras que en A. meeki el cuello de botella
es atribuido a un exceso de heterocigosis respecto a la que se esperarian en
un modelo de alelos infinitos (IAM-P<0.05), pero no bajo los otros modelos.
Este hecho es soportado por el coeficiente de endogamia no significativo
obtenido en el analisis de la varianza molecular (Fis=0.088; P>0.05). En el caso
de A. catarinae, el modelo IAM y SMM soportan significativamente la
desviacion de Hardy Weinberg y se identifica un cuello de botella en cada

modelo; por exceso de heterocigosis (IAM-P<0.005) y por deficiencia de
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heterocigosis (SMM-P<0.005). El cuello de botella identificado a partir del
modelo SMM, es soportado por el coeficiente de endogamia significativamente
diferente de cero (deficiencia de heterocigotos) (Fis=0.151; P<0.05).

Tabla 11. Diversidad genética, equilibrio de Hardy Weinberg y cuellos de botella para 7 loci de
microsatélites en Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.

Especies Locus Ho He H-W Fis BK
IAM/TPM/SSM
XC18 0.84 0.86 --
ZT1.6 0.84 0.78 -
ZT1.7 0.73 0.88 <0.001
A. diazi IW196 0.62 0.76 <0.05 0.141 -I-I*
XC25 0.30 0.46 <0.001
AS2 0.60 0.81 <0.001
ZT1.9 0.70 0.83 <0.05
XC18 0.83 0.90 --
ZT1.6 0.78 0.92 -
ZT1.7 0.89 0.88 --
A. meeki IW196 0.72 0.88 - 0.088 *[-/-
XC25 0.67 0.67 --
AS2 0.78 0.88 --
ZT1.9 0.83 0.90 --
XC18 0.71 0.89 <0.001
ZT1.6 0.66 0.74 --
ZT1.7 0.81 0.87 <0.05
A. catarinae IW196 0.59 0.61 -- 0.151 *[-[*
XC25 0.22 0.20 --
AS2 0.59 0.79 <0.001
ZT1.9 0.66 0.93 <0.001

Nota: Ho.=Frecuencia de heterocigosis observada y He.= Heterocigosis esperada. H-W=Desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg Fis=Coeficiente de endogamia de Wright (Negritas-P<0.05) Identificacién de
cuellos de botella (BNK) estimado por la prueba de Wilcoxon (P<0.05), basado en el modelo de alelos
infinitos (IAM), modelo con dos fases (TPM) y modelo paso a paso (SMM) (* significativo; - no

significativo). Los valores de significancia se corrigieron por el método de Bonferroni (en H-W, Fis y BNK).

Estructura Genética

Se encontré un valor bajo de variacion genética total aportada por cada
individuo (Fi=0.230) pero siendo significativamente diferente de cero (P<0.05)
(Tabla 12), indicando deficiencia de heterocigotos por endogamia. La mayor
parte de la variacion encontrada es explicada por la variaciébn entre los

individuos totales (76.90% de la variacion, P<0.05). La variacion entre los
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individuos dentro de cada especie fue de Fis=11.80 (P<0.05) y representa el
11.80% del total.

El nivel de diferenciacion total entre especies (Fs=0.113, P<0.05) indica una
baja estructuracion. Los valores méas bajos de Fg encontrados los presenta A.
diazi respecto de A. meeki (Fs=0.084, P<0.05). El nimero de migrantes
estimado por generacion entre A. diazi y A. meeki fue de N,=5.5. La variacion
genética entre A. catarinae y A. diazi fue de Fs=0.133 (P<0.05) mientras que
presento una Fs=0.109 respecto de A. meeki. El niumero de migrantes en A.
catarinae con respecto a A. diazi y A. meeki fue de Nn=3.3 y Nn=4.1,

respectivamente (Tabla 13).

Tabla 12. Nivel de estructura genética a través del andlisis de varianza molecular (AMOVA) para Allotoca
diazi, A. meeki y A. catarinae con 7 loci de microsatélites.

%Dentro
0, 0,
Grupos Fst Fis Fit G/orlintre de los | go.E.ndtre P
pos Grupos ndividuos
A. diazi
A. meeki 0.113 0.133 0.230 11.30 11.80 76.90 <0.05
A. catarinae

Nota: Fi, Fst y Fis=Indices de fijacion de Wright (Tota, entre grupos, dentro de los grupos).

Tabla 13. Diferenciacion genética Fs; estimada para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae con 7 loci de
microsatélites.

A. diazi A. meeki A. catarinae
A. diazi -- 55 3.3
A. meeki 0.084* -- 4.1
A. catarinae 0.133~ 0.109* --

Nota: Valores de F pareados (bajo la diagonal) y nimero de migrantes (Nm; sobre la diagonal). * Valor de
significancia P<0.05 después de la correcion de Bonferroni.

A través de inferencia Bayesiana se encontr0 que el maximo de grupos
posibles que mejor explican la estructura genética entre las tres especies es
K=2. Este resultado fue el mismo en ambos casos; tanto por la metodologia de

Evanno et al. (2005), como en la utilizacion del DIC (Fig. 17).
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Figura 17. Numero de grupos (K) que mejor explican la estructura genética entre Allotoca diazi, A. meeki

y A. catarinae por el criterio AK (Izquierda) (Evanno et al 2005) y de Informacién de la Desviacion-DIC
(Derecha) (Spielgelharlter et al. 2002).

El valor de K maximo estimado (siendo el mismo en ambos analisis) mostro
patrones de estructura distintos entre las metodologias utilizadas. Por un lado,
el andlisis por medio del software Structure v2.3.3 mostré un patron donde se
observan dos grupos genéticos. En uno de los grupos se incluyen a Allotoca
diazi y a A. meeki con una proporcion de individuos asignados a este grupo de
0.69 y 0.67 respectivamente (Fig. 18 Arriba y 19). Mientras que la proporcion
restante es asignada al otro grupo en el cual se encuentra A. catarinae. La
proporcién de individuos de A. catarinae asignados en este segundo grupo es
de 0.68 y solo 0.32 es asignado al grupo en el que se encuentra A. diazi y A.
meeki.

Por otro lado, el andlisis por medio del software TESS v2.3, mostré que no
existe estructura genética entre las tres especies y que la proporcién de
asignacion de individuos a los dos grupo es de alrededor de 0.50 (Fig. 18;
Abajo), por lo que no se podria determinar de qué grupo proviene cada alelo si

se elige al azar.
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A. diazi A. meeki A. catarinae

Figura 18. Estructura genética a través de Inferencia Bayesiana para (1) Allotoca diazi, (2) A. meeki y (3)
A. catarinae. Arriba = Valor de K=2 a través del ( criterio AK (Evanno et al. 2005) y abajo = criterio de
informacioén de la desviacion-DIC (Spielgelhalter et al. 2002).
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Figura 19. Proporcién de individuos asignados de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a cada grupo
estimado (K=2) a través de Structure v2.3.3.

El valor observado de Rg (Rs=0.178) para todos los loci no fue
significativamente diferente del esperado (pRs=0.099) tras el analisis de
permutaciones (P>0.05 donde Ho:Rs=pRs), ni significativamente distinto del
valor de F4=0.113, lo que sugiere que la variacion que genera la diferencia de
tamafios alélicos no contribuye a la estructuracion genética entre A. catarinae,
A. diazi y A. meeki (Tabla 14). Por el contrario, el valor observado de Fg es
significativo en todos los loci, por lo tanto la diferenciacién genética observada
en los anteriores andlisis puede ser explicada por la relacion heterocigosis
observada/esperada. Los valores estimados por cada loci presentan el mismo

patron.
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Tabla 14. Nivel de Estructura Genética a través de Rs; entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae con
analisis de permutaciones.

Locus Rst pPRst (95% 1. C.) Fst
XC18 0.072ns  0.095 (-0.015-0.338) 0.102*
ZT1.6 0.527ns  0.139 (-0.012-0.441) 0.146*
ZT1.7 0.266 ns  0.088 (-0.014-0.310) 0.091*
IW196 0.228 ns  0.162 (-0.015-0.513) 0.189*
XC25 0.158ns  0.083 (-0.016-0.230) 0.088*
AS2 -0.001 ns 0.113 (-0.015-0.356) 0.113*
ZT1.9 0.141ns  0.048 (-0.018-0.183) 0.051*

Todos los loci 0.178 ns 0.099 (0.026-0.205) 0.113*

Nota: Donde Ho:Rs=pRs: Ns=no significativo y *significativo (P<0.05) después de correccion de Bonferroni.
Rs=Valores observados, pRs=Valores esperados tras analisis de permutaciones e |. C.=Intervalo de
confianza del 95%.

Demografia Histdrica y Tiempos de Divergencia

Los tiempos de divergencia estimados a través de IMa2 y combinando los
datos de los 7 loci de microsatélites y las secuencias del gen mitocondrial Cytb
sugieren que la separacion entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae tuvo
lugar en los dltimos 8,000 afios (HPD=95%) (Fig. 20). Los resultados obtenidos
no son congruentes con los tiempos de divergencia obtenidos a través del gen
mitocondrial Cytb. Se estimo un tiempo de divergencia entre A. diazi y A. meeki
7,000-400 afios (Tabla 15), sin embargo se debe tomar en cuenta que esta
divergencia se estima solo si hubieran realmente divergido genéticamente lo
cual no se observa en ambos marcadores moleculares, por lo que este evento
corresponderia a la separacion fisica. Mientras que el tiempo de divergencia
de A. catarinae respecto de A. diazi y A. meeki pudo ocurrir entre los 8,000 y
los 700 afios (HPD=95%), con mayor probabilidad hace 2500-1800 afios.

La tasa de migracion estimada entre A. diazi, A. meeki y A. catarinae no fue
significativa y muy baja (Tabla 15, Fig. 20), mientras que el modelo de
migracion si fue significativo en los tres casos, indicativo de que hubo una
posible conexion antes de su separacion. La tasa de migracion entre A. diazi y
A. meeki se estimé6 de 2N;,=0-1.8/Generacién (HPD2=95%). La tasa de
migracion entre A. diazi y A. catarinae fue de 2N,=0-1.8/Generacion.
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El tamafio efectivo poblacional histérico es mayor en A. meeki (N¢=6,700-
52,400 individuos) que en A. diazi (Ne=3,900-17,000 individuos) y A. catarinae
(Ne=3,400-19,000 individuos) con altos valores de probabilidad (HPD295%).

Mientras que el tamafo efectivo poblacional inicial para el ancestro comun del

complejo se estimo en N.=60,000-70,000 indivduos.

Tabla 15. Rangos de tiempos de divergencia, tasa de migracion y tamafio efectivo poblacional de A. diazi,
A. meeki y A. catarinae a través de IMa2 para el gen Cyth (HPD=95%).

Tiempos de Tasa de Tamairio Efectivo
divergencia Migracion/Generacion Poblacional
(MA) (Individuos)
A. diazi 3,900-17,000
A. diazi/A. meeki 0.0004-0.007 0.0-1.8ns*
A. meeki 6,700-52,400
A. diazi/A. catarinae 0.0007-0.008 0.3-1.4ns*
A. catarinae 3,400-19,000
A. meeki/A. catarinae 0.0008-0.008 0.4-1.4ns*

Nota: ns=no significativo, *ajuste significativo a modelo de migracién anterior y posterior a la separacion.
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Figura 20. Distribucion de las probabilidades en el andlisis de tiempos de divergencia (Izquierda), tasa de migracion (Centro) y tamafio efectivo poblacional historico (Derecha)
a través de IMa2 con 7 loci de microsatélies para diferentes escenarios de ancestria-descendencia entre Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.
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10.2.3 Predicciones de Nicho Ecoldgico en el Pasado.
Periodo Interglaciar ~120-140,000 Afos

Las predicciones para este periodo muestran que los nichos potenciales para
ser habitados por Allotoca diazi (AUC=0.994, RM=0.01), A. meeki (AUC=1.0,
RM=0.1) y A. catarinae (AUC=1.0, RM=0.1) eran reducidos en el pais. Los
nichos potenciales de A. diazi y A. meeki se encontraban por encima de la
franja que separa la Depresion del Balsas del Corredor Tarasco (~1600
m.s.n.m.) con limites de confianza mayores al 95% y probabilidades mayores al
70% (Fig. 21, 1zquierda).

Los nichos potenciales predichos para A. diazi incluyen la region del lago de
Patzcuaro mientras que no incluyen ni la zona del lago de Zirahuén, ni la
subcuenca del rio Cupatitzio. Las 5 variables que mas influyeron en la
presencia o ausencia de esta especie en este periodo en base al modelo
fueron la temperatura media del cuatrimestre mas calido, estacionalidad de la
temperatura, temperatura media del cuatrimestre mas lluvioso, precipitacion del
cuatrimestre mas lluvioso y la temperatura anual. Mientras que para A. meeki
se predice su distribucion sélo en regiones de mayor altitud de la que se
encuentra actualmente el lago de Zirahuén, ademas de la regiébn de Opopeo y
el rio La Palma con baja probabilidad. Las 5 variables de importancia para la
creacion del modelo predictivo de nichos potenciales fueron la estacionalidad
de la temperatura, precipitacion del mes mas lluvioso, oscilacion de la
temperatura anual, oscilacién diurna y la isotermalidad.

El modelo de nichos potenciales para A. catarinae en este periodo muestra una
distribucion potencial localizada, posiblemente porque sélo en la zona del rio
Cupatitzio existian las condiciones necesarias para su habitat, soportando la
evidencia de que dicha regién tiene como minimo ~120-140,000 afios de su
formacion y que desde entonces presentaba condiciones ambientales distintas
a las regiones con las que colinda. Las cinco variables que mas influyeron en
la presencia o ausencia de esta especie en este periodo en base al modelo
fueron la estacionalidad de la temperatura, precipitacion del mes mas seco,
precipitacion del cuatrimestre mas seco, precipitacion del cuatrimestre mas

lluvioso y la isotermalidad.
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Periodo del Ultimo Mdximo Glaciar ~21 Afios

Se encontro diferencias importantes respecto a las predicciones de ~120-
140,000 afos (Fig. 21). En general, las areas potenciales predichas para
Allotoca diazi (AUC=0.996, RM=0.1) y A. meeki (AUC=1.0, RM=0.01) se
encuentran en altitudes relativamente mas bajas que en el periodo interglacial
pero en el limite con la Depresion del Balsas (Fig. 21, Centro). Esto significa
que dichas regiones mantuvieron condiciones muy distintas al menos hace
21,000 afios.

Las predicciones de nichos potenciales con probabilidades mayores al 50%
(L.C. 95%) para A. diazi y A. meeki mostraron solapamiento y una reduccion
importante en el area de distribucion potencial.

En el caso de Allotoca diazi, se predice que existian las condiciones necesarias
para su existencia con una probabilidad de 50-90% sélo en la cuenca del Lago
de Patzcuaro y la region occidente de la cuenca. El area potencial predicha
incluye la regién de la cuenca del lago de Zirahuén, hablando de posibles
condiciones ambientales parecidas durante este periodo de tiempo. Las cinco
variables que mas influyeron en la presencia o ausencia de esta especie en
este periodo en base al modelo fueron la precipitacién del cuatrimestre mas
seco, del mes mas seco, del mes mas calido, estacionalidad de la temperatura
y la isotermalidad.

La prediccion de nicho ecolégico para A. meeki mostrd una distribuciéon
localizada s6lo en la cuenca del lago de Zirahuén. Las cinco variables que mas
influyeron en la presencia o ausencia de esta especie en este periodo en base
al modelo fueron la precipitacion del mes mas seco, mas lluvioso, del
cuatrimestre mas lluvioso, estacionalidad de la precipitacion y la temperatura
estacional.

Allotoca catarinae mostré un rango menor de nichos potenciales y ademas de
baja probabilidad (AUC=1.0, RM=0.01), lo que sugiere que la subcuenca del rio
Cupatitzio poseia condiciones adversas para ser habitada por esta especie.
Las cinco variables que mas influyeron en la presencia o ausencia de esta
especie en este periodo en base al modelo fueron la estacionalidad de la
temperatura, isotermalidad, precipitacion del cuatrimestre mas lluvioso y del

mes mas seco, temperatura media del cuatrimestre mas frio.
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Periodo entre los afios 1950 y 2000

Este periodo representa las condiciones actuales y permite hacer
comparaciones climaticas con las predicciones del pasado.

Se observo que el area potencial de nicho ecolégico para las tres especies es
muy amplia, cubriendo una gran extension en el pais. Los valores de AUC y
RM obtenidos para A. diazi, A. meeki y A. catarinae son AUC=0.900, RM=10;
AUC=0.972, RM=1.0; AUC=0.984, RM=0.1, respectivamente. En este periodo
se observan las mejores condiciones para la existencia de las tres especies, en
los cuales se sobrelapan las areas potenciales de distribucion (Fig. 21, derecha
y Fig. 22).

Las probabilidades mas altas de las tres especies se encuentran sobrelapadas
en la franja que separa la Depresion del Balsas y el Corredor Tarasco.

Sin embargo, aunque existen regiones idoneas para ser habitadas, no existen
conexiones fisicas entre si, por lo cual una dispersion natural en ese periodo de
tiempo es imposible. Las cinco variables que mas influyeron en el periodo entre
los afios 1950-2000 en la presencia 0 ausencia de las tres especies, segun el
modelo de prediccion fueron la estacionalidad de la temperatura, precipitacion
del cuatrimestre mas calido, precipitacion anual y la del cuatrimestre mas

lluvioso.
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Figura 21. Modelos de prediccion de nicho ecoldgico en el pasado para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a través de maxima entropia: Periodo interglaciar (~120,000-140,000 afios) y
periodo del dltimo maximo glaciar (~21,000 Afios) y desde el afio 1950-2000. *Las probabilidades mas altas de A. diazi y A. meeki estan sobrelapadas con las de A. catarinae. 30arc-seg y
2.5arc-min indican el tamafio de celda utilizado.
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Figura 22. Modelos de prediccion de nicho ecoldgico en el pasado para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a través de maxima entropia: Desde el afio 1950-2000. 30arc-seg indican el
tamafio de celda utilizado.
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10.2.2 Predicciones de Nicho Ecolégico en el Futuro e Identificacion de Unidades
de Conservacion.

Periodo entre los aflos 2020, 2050 y 2080

Bajo el modelo A1B, en el cual se baso la presente prediccion, se espera un
incremento de 1°C para el afio 2020, mientras que a partir del afio 2050 se
espera un incremento de la temperatura més lento, alrededor del 0.5°C por
década. Esto debido a que el incremento poblacional y el impacto del hombre
en el ambiente en dicho modelo se espera sar frenado y avanzar lentamente o
mantenerse como hasta el afio 2050. Por lo que el cambio climatico mas
brusco bajo este modelo se espera durante la primera mitad del siglo actual.
Los modelos predichos son congruentes con estas condiciones para las tres
especies. Se espera que el area potencial e idénea para el habitat de A. diazi,
A. meeki y A. catarinae se reduzca bruscamente para el afio 2020. De hecho,
no se predice area potencial para A. catarinae para el afio 2020. Mientras que
para A. diazi y A. meeki ademas de reducirse, las areas potenciales se ubican
en regiones de mayor altitud.

Para el afio 2050, momento en que se frena el crecimiento poblacional
principalmente, se predice que aparecera un area potencial para A. catarinae
muy localizada y de baja probabilidad en la region del rio Cupatitzio. Se predice
que el area potencial de A. diazi y A. meeki se mantendra en regiones de
mayor altitud y reducida.

Hacia el afio 2080 durante un crecimiento poblacional lento y equilibrio entre el
manejo de recursos a partir del afio 2050, se observa que no es posible la
recuperacion de condiciones idoneas para el establecimiento de las tres
especies y con alto grado de reduccion de su area potencial. Comparando con
el area potencial predicha para el periodo comprendido entre 1950 y el afio
2000, la reduccion del namero de nichos potenciales es demasiado alta hacia
el futuro, inclusive en mayor nivel a la predicha en el periodo interglaciar y el
glaciar de los ultimos ~140,000 y ~21,000 afios, respectivamente.

Con ambos tipos de marcadores moleculares las tres especies representan dos
posibles grupos genéticos aun poco diferenciados. Aunque cada especie habita
una region biogeografica limitada por barreras geograficas bien definidas, es
dificil identificar las unidades de conservacion a través de la definicion de las
OCuUs.
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A pesar de que las tres especies estudiadas presentan divergencias
relativamente bajas, estas habitan regiones independientes entre si, las cuales
poseen condiciones de habitat y problematicas particulares, por lo que
cualquier perturbacion las afectaria de manera independiente, como se ha visto
en el pasado y en las predicciones al futuro, ademas, cada grupo genético
posee un acervo geneético Unico a causa de su historia demografica y evolutiva,
y el flujo génico entre los tres grupos ha sido interrumpido. Sin embargo, los
tiempos de divergencia A. catarinae no corresponden a ningun evento
geoldgico que implique la conexién y desconexion de la subcuenca del rio
Cupatitzio con los lagos de Patzcuaro y Zirahuén, por lo que la actual
distribucién de A. catarinae puede no haberse originado de manera natural. Por
lo tanto sélo dos regiones hidrograficas deben ser consideradas como
Unidades Operacionales de Conservacién independientes, Patzcuaro y
Zirahuén.

Por otro lado, las dos regiones actualmente estan sufriendo alto impacto por la
actividad humana. Es posible que la poblacién de Allotoca diazi del lago de
Patzcuaro haya sido extirpada como sucedié en el lago de Zirahuén para A.
meeki, por lo que su Unica poblacién conocida esta restringida a una region de
alta actividad humana. Allotoca meeki posee una sola poblacién de la cual s6lo
se tiene registro en el presente trabajo y que habita un pequefio afluente de la
presa de Opopeo.

De acuerdo a la informacién genética obtenida, las dos especies han sufrido
grandes cambios en su tamafio efectivo poblacional, lo que conlleva a la
acumulacion de mutaciones deletéreas, pueden comprometer su

sobrervivencia a largo plazo.
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Figura 23. Modelos de prediccion de nicho ecoldgico en el futuro para Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae a través de maxima entropia: Afio 2020, 2050 y 2080. 2.5arc-min
indican el tamafio de celda utilizado.
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XI. Discusion

La historia biogeogréfica y evolutiva de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae
es compleja. Las regiones en las que actualmente habita A. diazi y A. meeki
son muy recientes en contraste a la que habita A. catarinae. El complejo
“Allotoca diazi” comprende especies que tienen diferencias genéticas muy
pequefias, tanto para marcadores moleculares relativamente conservados
(ADNmt) como para marcadores altamente variables (ADN-nuclear), haciendo
dificil su diferenciacién con los diferentes métodos utilizados. Lo cual es
soportado por las escasas diferencias morfolégicas reportadas (Regan, 1906-
1908; Hubbs, 1926 y 1932, Hubbs y Turner 1939; De Buen, 1942; Hieronimus,
1995; Meyer et al. 2001).

11.1 Filogeografia e Historia Evolutiva de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae

La variacién genética estimada en el gen Cytb en las tres especies es atribuida
a deriva génica y mutacion, puesto que no se encontrd desviacion significativa
de neutralidad (Kimura, 1983) en los valores de D;y Fs de Fu y Li en las tres
especies (Tabla 8).

En el analisis filogenético a través de Neighbor-Joining, Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana, las tres especies conforman dos grupos con escasa

diferenciacion. El primer grupo esta conformado por A. catarinae, el cual es
monofilético y presenta una distancia genética de Dp=0.6% con respecto de

A. diazi y A. meeki, estos ultimos no se recobran como monofiléticos vy
conformando un unico haplogrupo y las distancias genéticas entre si fueron de
Dp=0.3%. Las distancias genéticas son menores a las reportadas para
goodeidos 1.7-11% (Doadrio y Dominguez-Dominguez, 2004) y para los
vertebrados en general (~2%) para el marcador de ADNmt (Brown et al. 1979;
John y Avise, 1998; Bradley y Baker, 2001). A través del analisis de
microsatélites, ambos grupos genéticos (A. catarine + A. diazi-A. meeki) son
recobrados como grupos genéticamente estructurados Unicamente a través de
Inferencia Bayesiana con el software Structure v2.3.3, sin embargo, en el
andlisis de asigancion se presentd una baja proporcion de individuos por
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especie asignados correctamente a cada grupo (entre 0.3-0.7 del total de
individuos). Por lo tanto, las bajas diferencias genéticas entre las tres especies,
los resultados de estructura y asignacion genética para ambos marcadores y
las relaciones filogenéticas encontradas para las tres especies sugieren un
proceso de “linajes incompletos” o “especies incipientes”, o bien, mdltiples
eventos de flujo génico (Maddison, 1997; Arbogast et al. 2002; Yun yu et al.
2011; Rosenfeld et al. 2012). Todo ello refuerza la controversia taxondémica
que existe en torno a las tres especies, pudiéndose tratar de un solo linaje
evolutivo y por lo tanto una sola especie evolutiva o filogenética.

La hibridacién puede ser causada por la transferencia de alelos de una especie
a otra y puede facilmente conseguir la no monofilia reciproca en un arbol
filogenético o escases de resolucion (Edwards et al. 2008). La posibilidad de la
hibridacién en la naturaleza entre las tres especies objeto de estudio es muy
baja ya que no se tiene registro de ello entre especies de la misma familia, que
tienen distintos niveles de divergencia genética y que ademas cohabitan una
misma region. En suma, tiene una escasa capacidad de dispersion.

Para contrastar la hipétesis de la especiacion incipiente es necesario describir
cuatro escenarios generales: (1) el patrén genético dentro de cada “especie” y
el flujo génico entre ellas se ha dado durante mucho tiempo desde su
aislamiento a tal grado que no se refleja divergencia entre ellas sino al
contrario, representan una Unica especie. Si este escenario fuera cierto, se
esperaria baja estructura genética y alta proporciéon de individuos de una
especie asignados a otra, ademas de evidencia de una conexidn secundaria o
un mecanismo que permitiera el intercambio de individuos entre cuentas
actualmente aisladas. (2) Las especies fueron aisladas por suficiente tiempo
para que la especiacion ocurriera, pero recientemente o posterior al evento de
especiacion ocurrid hibridacion interespecifica causando introgresion alélica. Si
éste fuera el caso, se esperaria que los resultados a través de microsatélites
revelaran bajos niveles de estructura genética y por lo tanto niveles
relativamente altos de asignacion de individuos de una especies a los de otra, y
en el gen mitocondrial se observaria alta diversidad genética como de numero
de haplotipos compartidos. (3) La hibridacién ocasional antigua provocaria un
patron de no monofilia y el alto nivel de diferenciacion. Bajo este ultimo

escenario, se esperaria que la informaciéon de microsatélites mostrara una
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proporcion baja de asignacion de individuos de una especie a la otra y
soportado por niveles altos de estructura genética. (4) La separacion entre la
tres especies es tan reciente que aun no reflejan diferencias genéticas por lo
gue se podrian considerar especies incipientes o linajes incompletos. En este
escenario se esperaria que los fechamientos fueran congruentes con eventos
geoldgicos o eventos que permitieran la dispersion del grupo en la actual
distribucion. Se esperaria ademas que el nivel de diferenciacion genética fuera
bajo y que tuvieran alta proporcion de individuos de una especie asignados a
otra. En los escenarios en los que se sugiere un flujo génico posterior a la
separacion se debe tomar en cuenta la evidencia geoldgica que soporte una
conexiéon fisica secundaria entre los cuerpos de agua y la capacidad de
dispersiéon de la especies (Maddison, 1997; Rosenberg y Feldman, 2002;
Arbogast et al. 2002; Maddison y Knowles, 2006; Qu et al. 2012).

So6lo algunos resultados obtenidos soportan la hipétesis de hibridacion
ocasional posterior al proceso de especiacion entre A. diazi y A. meeki. Se
comparten haplotipos del gen Cytb (2 haplotipos) y donde A. diazi tiene alta
proporcion de individuos asignados a A. meeki (hasta ~0.5-0.7) en ambos
analisis por medio de microsatélites. Se estimé una diversidad genética baja
para A. diazi en el gen Cytb (h=0.78 1m=0.0030), mientras que para A. meeki fue
aun menor (h=0.52 1=0.0007), indicativo de importantes cambios demograficos
histéricos en ambas especies (Allendorf et al. 2007). La informacion de los
microsatélites mostré un nivel bajo de diferenciacion genética (Fs=0.084) con
respecto a A. meeki (Excoffier et al. 1992; Ray et al. 2003). Lo que sugiere que
si se ha dado un proceso de hibridacion ocasional éste se produjo
recientemente puesto que los loci de microsatélites poseen una tasa de
mutacion mucho mas rapida que el ADNmt, inclusive que genes nucleares
(Jarne y Lagoda, 1996; Ellegren, 2000). Se identifico en 5 loci de microsatélites
desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg en A. diazi atribuido a una
deficiencia de heterocigocis por procesos de endogamia (Fis=0.141) (Kimura y
Crow, 1963), lo que sugiere que si ha existido flujo génico posterior al
aislamiento entre A. diazi y A. meeki ocurrié con baja intensidad pues no afect6
la diversidad genética actual. Sin embargo, se esperaria una mayor diversidad
de haplotipos unicos y mayores distancias genéticas a través del gen Cytb,

cuyos resultados no son congruentes con dicha hipétesis. Otro resultado que
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contrasta dicha hipotesis es la tasa de migracion por generacion no significativa
entre ambas especies en ningun periodo de tiempo a través de los andlisis de
coalescencia tanto con Cytb como en combinacion con los microsatélites. Por
lo tanto, se concluye que A. diazi no es producto de un proceso de hibridacion
con A. meeki.

La proporcion de individuos de A. diazi y A. meeki asignados a A. catarinae es
alta (~0.3-0.5). El nivel de estructura genética de A. diazi respecto a A.
catarinae es bajo pero mayor que con A. meeki (Fs=0.133). Las distancias
genéticas entre A. diazi y A. catarinae y la diversidad genética (nula en el caso
de A. catarinae) sugieren que el proceso de aislamiento se llevd a cabo
recientemente causando importantes cambios demograficos (Kimura, 1969;
Frankham, 1996; Montgomery et al. 2000; Kalinowski y Waples, 2002; Leffler et
al. 2012) tomando en cuenta que sobre estas poblaciones soélo actua la
mutacion y la deriva. Sin embargo, entre A. diazi y A. catarinae no comparten
ningun haplotipo, esta ultima teniendo un Unico haplotipo de Cytb tampoco
compartido con A. meeki. Se detectd una desviacion significativa del equilibrio
de Hardy Weinberg en A. catarinae, también atribuible a la deficiencia de
heterocigotos por endogamia (Fis=0.151) en al menos 4 loci de microsatélites.
No se observo tasa de migracidon significativa entre A. diazi y A. catarinae y
tampoco entre A. meeki y A. catarinae, por lo que se descarta su flujo génico
posterior a su separacién (Wang y Whitlock, 2003) y se concluye que la historia
evolutiva del complejo A. diazi no tiene relacion con procesos de hibridacion.
Los resultados antes mencionados son congruentes con los encontrados en la
especie de goodeido Alloophorus robustus a traves del gen Cytb (Dominguez-

Dominguez, 2008), en el que se observd una estrecha relacién entre la
poblacion de dicha especie en Zirahuén con la de Patzcuaro (Dp=0.11%), se

comparten haplotipos y poseen un nivel de diferenciacion genética menor en
este marcador (P=0.1) al estimado en este estudio (Ps=0.350). También se
determind que estas poblaciones estdn mas relacionadas filogenéticamente
con las poblaciones de la cuenca de Zacapu y Cuitzeo que con la subcuenca
del rio Cupatitzio, teniendo con esta Udltima una distancia genética de

Dp=1.06% y un nivel de estructura genética de ®s =0.827. La poblacion de

Alloophorus robustus del rio Cupatitzio solo posee un haplotipo de Cytb y no es
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compartido con las poblaciones de Zirahuén y Péatzcuaro como ocurre en el
caso de Allotoca catarinae. Por lo tanto las poblaciones de Alloophorus
robustus del lago de Patzcuaro, Zirahuén y el rio Cupatitzio como el complejo
Allotoca diazi, pudieron estar sometidos a los mismos procesos de aislamiento
que configuraran su actual distribucion.

El rol de la selecciébn sexual en la diversificacion de diferentes grupos de
animales ha sido extensamente reconocido inclusive en los peces (Lande,
1982; Seehausen and van-Alphen, 1999; Irwin et al. 2001; Panhuis et al. 2001,
Kocher, 2004; Salzbruger, 2009; Wagner et al. 2012). La seleccion sexual
tiene el potencial de producir una rapida divergencia entre las poblaciones,
predispuesto a generar aislamiento reproductivo a causa de sus efectos
indirectos en rasgos involucrados en el reconocimiento de la pareja (Panhuis et
al. 2001; Labonne et al. 2010; Bonduriansky; 2011). En suma, promueve la
divergencia por allopatria en lugar que por simpatria (Price, 1998; Via, 2001,
Ritchie, 2007). En la familia Goodeidae, se ha estimado la tasa de especiacion
y al mismo tiempo se asocid esta tasa a la seleccion sexual (Ritchie et al.
2005). Se encontré que no tiene influencia significativa la eleccion de pareja
para la reproduccion en el proceso de diversificacion de la familia, puesto que
no hay numero de especies ancestrales significativa. Ademas soportd que la
familia tuvo una radiacion muy reciente y rapida influenciada por la innovacién
del viviparismo, siendo los procesos de vicarianza y radiacion adaptativa los
factores mas determinantes en los procesos de diversificacion. La tasa de
especiacion de Goodeidos no ha sido constante y ha tenido mayor nimero de
extinciones recientemente estimando que al menos un linaje evolutivo se forma
como minimo en 25,000 afios. Dado esto, se esperaria que si la desconexion
de las areas en que habitan A. diazi, A. meeki y A. catarinae fuera lo
suficientemente antiguas (superiores a 25,000 afos), el complejo A. diazi
mostrarian una marcada estructura genética, inclusive, una marcada
divergencia genética, lo cual no es soportado en el presente trabajo. En
cambio, si la variacion de la tasa de mutacién fuera mas acelerada en A.
catarinae comparacion de la de A. meeki y A. diazi, se esperaria mayor
diversidad genética y altas divergencias respecto de las mismas (Lynch, 2010),

mas sin embargo, se observa nula diversidad genética.
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Actualmente no existe una conexion fisica entre los cuerpos que habitan las
tres especies ni tampoco hay evidencia de una conexion secundaria de los
cuerpos de agua. Por lo que lo descrito anteriormente descarta completamente
el flujo génico posterior al aislamiento de las tres especies. Los resultados
obtenidos descartan también las hipotesis que involucran eventos de
hibridacién tras un evento de especiacion en el pasado. De acuerdo a la
informacion genética recabada, los resultados obtenidos s6lo son congruentes
s6lo con la hipotesis de especiacion incipiente, por o que podemos considerar
a A. diazi, A. meeki y A. catarinae son evidencia de un compejo de linajes
incompletos que se han separado pero que aun no pasa el tiempo suficiente
para que diverjan genéticamente (Maddison, 1997; Felsenstein, 2004;
Maddison y Knowles, 2006; Edwards, 2009) y que es causado por la inherente
estocasticididad de los procesos genealdgicos de las poblaciones (Kubatko y
Degnan, 2007; Wu, 2011). Por lo tanto, Allotoca diazi, A. meeki y A. catarine no

representan linajes evolutivos independientes.

11.2 Biogeografia y Demografia Histérica de Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae

La separacion del complejo A. diazi respecto a su ancestro comdn A.
zacapuensis fue estimado para el dltimo millébn de afios. Congruente con la
hipétesis de Alvarez (1972) acerca de la conexion entre la cuenca de Zacapu y
el lago de Patzcuaro y la informacién geoldgica que pudieron ser los
responsables de su aislamiento. Los eventos relacionados con el aislamiento
del complejo A. diazi pudieron ser la formacion de Sierra de Zirate, durante el
altimo millén de afios (De Buen, 1944) y la formacion del semiescudo volcanico
noroccidental en donde destaca la actividad del volcan ElI Bosque, proceso
altamente activo durante el Pleistoceno Tardio (Robles-Camacho et al. 2010).
De estos, el primer evento mencionado quiza sea el mas importante en el
aislamiento del lago de Patzcuaro con el paleosistema del rio Lerma (Fig. 9).

No existe descripcion clara de la posible conexion entre el lago de Paztcuaro y
la cuenca Zirahuén, pero es posible observar que, a través de la informacion
que los niveles del lago de Patzcuaro, la historia geologica de la regién y la
diversidad de peces que comparten entre si y que es exclusivas de estas
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zonas; es posible determinar la conexidén y desconexion de ambos lagos asi
como de las poblaciones de peces. En suma, el presente trabajo aporta
evidencia genética para soportar la conexidon entre ambos lagos. Ademas
aporta informacion suficiente para descartar la conexion fisica de ambos lagos
con la subcuenca del rio Cupatitzio en al menos el dltimo millén de afios. Por
otro lado, se identificaron cambios demogréficos histéricos importantes en los 3
miembros del complejo A. diazi que soportan los eventos de aislamiento que
pudieron configurar su actual distribucion.

Se identifico que la diversidad genética de al menos A. diazi y A. catarinae,
baja y nula respectivamente, estd asociada a importantes cambios
demograficos y especificamente a cuellos de botella recientes. El cuello de
botella identificado en A. diazi se determiné por medio de los loci de
microsatélites. Mientras que en A. catarinae el cuello de botella se identifico
tanto en el gen Cytb y los loci de microsatélites. En ambos casos, los cuellos
botella involucrados afectaron de manera importante las poblaciones ya que
promovieron la endogamia, reduciendo de la heterocigosis y por lo tanto la
pérdida de la riqueza alélica (Nei et al. 1975; Tajima 1989, 1996; Bouzat 2010;
Peery et al. 2012). Lo anterior describe que existieron grandes fuerzas que
redujeron el tamafio efectivo poblacional de manera importante para generar
cambios en la diversidad genética observada en ambos linajes incompletos
(Kubatko y Degnan, 2007; Dutheil et al. 2009; Hobotl et al. 2011). Sin embargo,
se identificd un cuello de botella en A. meeki a través de microsatélites
atribuido a la pérdida rapida de diversidad alélica y no a la perdida de
heterocigosis, sin embargo la prueba por la estima de Rg indica que este
proceso ha sido sobreestimado. La dinamica poblacional de A. meeki puede
ser explicada por la variacion entre diversidad nucleotidica y sitios segregativos
por sitio (Tr>0s), que es interpretado como una reduccion poblacional reciente,
seguido de una expansion, como lo demuestra el valor estimado de D=-0.86 y
valores positivos no significativos en Fs de Fu y Li (Hudson et al. 1987; Tajima
1989; McDonald y Kreitman 1991; Fu y Li 1993; 1997; Hahn et al. 2002). Por
otro lado, el tamafio efectivo poblacional histérico de A. meeki (N=6,700-
52,400 individuos) ha sido mayor al estimado en A. diazi (Ne=3900-17,000
individuos) y A. catarinae (Ne=3400-19000 individuos), lo que indica que las
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fuerzas que separaron afectando su tamafo efectivo poblacional a este
miembro del complejo fueron de menor intensidad.

Los cuellos de botella identificados estan asociados con los eventos historicos
de separacion de los miembros del complejo A. diazi. Por un lado se determin6
que el cambio en el tamafio efectivo poblacional y el evento de separacion de
A. diazi respecto a A. meeki ocurri6 en los ultimos 7,000 afios, lo cual es
congruente con los eventos geoldgicos involucrados con la separacion de lago
de Patzcuaro y Zirahuén en cual inici6 hace 30,000-28,000 afios con la
formacion y el colapso del volcan El Estribo al sureste del lago de Patzcuaro y
la formacion del volcan La Taza al suroeste hace 8,000 afios (Israde-Alcantara
et al. 2005, Gardufio-Monroy et al. 2009, Ortega et al. 2010; Vazquez et al.
2010). Por lo que se soporta las hipétesis de conexidon y desconexion de los
lagos de Patzcuaro y Zirahuén (De Buen, 1943; Alvarez, 1972; Gardufio-
Monroy e Israde-Alcantara, 1998; Bradbury, 2000; Moncayo et al. 2001; Israde-
Alcéntara, 2002).

La conexion entre los lagos de Patzcuaro y Zirahuén también se ve reflejada en
la ictiofauna que comparten y que son nativas de dichas cuencas: Chirostoma
arge, Chirostoma estor (introducida en el rio Balsas), Chirostoma patzcuaro, de
la familia Atherinopsidae; Algansea lacustris de la familia Cypronidae; y
Alloophorus robustus, Skiffia lermae, Allotoca dugesii y Goodea atripinnis, de la
familia Goodeidae (CONABIO, 2005).

El cuello de botella que sufri6 A. diazi y la diferencia en el tamafio efectivo
poblacional histérico con respecto a A. meeki puede ser explicado por otros
factores bien documentados en conjunto con los resultados de las predicciones
de nicho ecolégico potencial en el pasado. En el presente estudio se observo
que el clima durante el periodo Interglaciar de hace ~120,000-140,000 afios
correspondiente al periodo Sangamon; tanto como en el periodo del Ultimo
Méaximo Glaciar de hace ~21,000, poseia las condiciones id6neas para la
existencia de Allotoca diazi en al menos el lago de Patzcuaro pero con
diferencias significativas. Estas fluctuaciones climaticas no han sido
documentadas en la region, sin embargo los registros de las fluctuaciones en el
nivel del lago de Péatzcuaro durante el Holoceno estan directamente asociadas
al cambio climatico (O’hara, 1993; Israde-Alcantara et al. 2002, 2005; Gardufio

Monroy et al. 2009; Vazquez et al. 2010) y son primordiales para entender los
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cambios demograficos en A. diazi. EI maximo nivel del lago que se ha
registrado tuvo lugar en el aflo 1521 y fue de 2045-2050msnm el cual fue
reportado otra vez hasta 1858. El nivel minimo que ha alcanzado el lago y que
ha sido registrado fue de 2027msnm en el afio 350-360 d.C. (basado en el
estudio microtopografico de la isla de Jaracuaro, Fisher y Pollar, 2003, 2005) es
decir, un aumento de 23m en ~2000 afios. El nivel actual del lago es de
2035m.s.n.m el cual fue registrado también en 1850 y 1955 (Gardufio-Monroy
et al. 2011) y se observd que puede oscilar hasta los 2039m durante el afio
(Escalante et al. 2003). Otro evento que pudo afectar las poblaciones
conocidas de A. diazi conformando el actual acervo genético es la posible
ocurrencia de un tsunami, el cual se tiene registro de este para el afio 1858 que
pudo haber sido causado por el colapso del flanco suroeste de la isla de

Janitzio, contribuyendo al rdpido aumento del nivel del lago (Fig. 24).

Figura 24. Nivel del lago de Patzcuaro en el afio 1521 (Izquierda) y 1850 (Derecha). Tomado de
Gardufio-Monroy et al. 2011.

Usando informacién palinolégica, se han datado eventos de cambio climatico
desde los ultimos 48,000 afios (Watts y Bradbury, 1982, Bradbury; 2000).
Ademas se sugirid que la agricultura moderna increment6 la formaciéon de
pantanos y el depdsito de grandes cantidades de sedimentos en el lago. Se
habia registrado al menos 2 periodos de erosion hasta el afio 1989 (Street-
Parrot et al.) que fueron fechados para el periodo Preclasico con la introduccién
del cultivo del maiz (~3500 afios) y el segundo durante el periodo Clasico-
Colonial (~900-1650 afios d.C.) producido por la expansion de la agricultura y
la tala. Aunque el cambio climatico ha tenido algun control sobre el nivel del
lago, no se puede descartar la actividad tectonica y del hombre (O’hara, 1993;

1994). Sin embargo, todos los cambios del nivel del lago de los que se tiene
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evidencia coinciden con eventos de cambios climaticos de México (O’hara y
Metcalfe, 1995; Newton et al. 2005). Otros dos periodos de erosion fueron
sugeridos durante los periodos de los afios 120-775 d.C. y 1520-1960 d.C. En
contraste, se encontré que en realidad fue un periodo estable al menos desde
el afio 776 d.C. al 1520 d.C. (Fisher et al. 2003).
Lo anterior sugiere entonces que las variaciones climéticas y la actividad
humana tras la separacion de A. meeki han jugado un papel importante en la
configuracion genética y demografica de A. diazi. Cabe notar que los analisis
de nicho ecologico en el pasado hacen un gran aporte en los estudios
filogeogréficos, en este caso podemos inferir que la disponibilidad de nichos
potenciales esta relacionada positivamente con el tamafio efectivo poblacional
de A. diazi y por lo tanto los procesos como el equilibio mutacion-deriva se ven
afectados (Lacy, 1987; Whitlock et al. 2004; Desai y Fisher, 2007).
Otra evidencia genética de lo anterior es el patron de desequilibrio de
ligamiento detectado en A. diazi puede ser una evidencia mas de los
fendbmenos climaticos antes descritos ya que nos puede proporcionar
informacion importante de la demografia historica (Voight et al. 2005; Brito y
Edwards, 2008) y pueden distinguirse por diferentes causas que son
soportadas con la informacién genética recabada:

e Deriva Genética

e Mutacion Reciente

e Migracion Reciente

e Reduccion en el Tamafio poblacional

e Impedimento de Recombinacién

e Endogamia
La migracion reciente no ha sido soportada, ya que no se obtuvo tasa de
migracion significativa entre A. diazi y el resto de los miembros del complejo.
En conclusién, A. diazi y A. meeki se han separado de manera natural por
eventos geologicos en los ultimos 30,000 afios y quizéa finalizé su aislamiento
hace 8,000 afos. Las fluctuaciones climaticas y la actividad humana durante el
Holoceno han afectado fuertemente las poblaciones de A. diazi, sin embargo,

de manera menos intensa a A. meeki.
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Los tiempos de divergencia y separacion fisica de A. catarinae respecto de A.
diazi y A. meeki se calcul6é en 8,000-700 afios, siendo con mayor probabilidad
hace 1800 afios (punto mas alto en la curva de la figura 19). Sin embargo no
corresponde a ningun evento geoldgico registrado en la franja que separa el
Corredor Tarasco de la Depresion del Balsas. De hecho no es congruente con
la formacién de la Depresion del Balsas (~99-140MA) ni con el periodo de
formacion de la cuenca del rio Cupatitzio (~30MA) (L6pez-Ramos, 1981; Ferrari
et al. 2002; Gomez-Tuena et al. 2005; Gardufio-Monroy, 2005). El cuello de
botella identificado para los ultimos 50,000 afios (por el gen Cytb) y 8,000 afios
(por loci de microsatélites) tampoco es congruente con los eventos geoldgicos
y climéaticos mas recientes y mas importantes de los que se tiene registro en la
region del rio Cupatitzio como el origen (0.793+0.022MA) y colapso (0.261-
0.238MA) del volcan Tancitaro (Ownby et al. 2007; Morelli et al. 2010). La
informacion climatica del pasado y los modelos de nicho ecolégico de esta
especie soporta que la region del Balsas y el Corredor Tarasco eran regiones
climaticamente distintas y que no existian condiciones iddneas para que A.
diazi o A. meeki habitaran el rio Cupatitzio. Por lo que no existe evidencia
geoldgica, climética o biolégica que soporte la idea de la conexién entre el rio
Cupatitzio los lagos de Péaztcuaro y Zirahuén. Del mismo modo, la actual
distribucion de Allotoca catarinae no puede ser explicada por el mismo tipo de
eventos.

Allotoca catarinae es la Unica especie en la cual se detectaron cuellos de
botella en varios modelos de evolucion. Estos cuellos de botella se deben en
todos los casos a la deficiencia de heterocigotos (Fis=0.151), lo que sugiere un
alto grado de endogamia en las poblaciones de A. catarinae (Nei et al. 1975;
Frakham, 1995; Amos y Harwood; 1998; Kirkpatrick y Jarne, 2000; Hale y
Briskie 2007). Este aislamiento ha causado una rapida fijacion de un uUnico
haplotipo de Cytb en sus poblaciones a diferencia de A. diazi y A. meeki. Sin
embargo, el hecho de que este haplotipo no sea compartido es sumamente
complejo, fendmeno Unicamente registrado de igual forma en la poblacion
Alloophorus robustus en el rio Cupatitzio (Dominguez-Dominguez, 2008). El
anico haplotipo de Alloophorus robustus estd mas relacionado
filogenéticamente con los haplotipos de las poblaciones de la Luz y el Duero en

el rio Duero; Bajo Lerma, que con los haplotipos de Zirahuén y Patzcuaro. En
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este caso se concluyd que la poblaciéon de Alloophorus robustus del rio
Cupatitzio pudo ser producto de una introduccién mediada por el hombre.

No se pudo determinar de qué poblacion proviene Allotoca catarinae, si de A.
diazi o de A. meeki ya que no poseen la misma proporcion de individuos
asignados a A. catarinae, poseen relativamente el mismo nivel de
diferenciacion genética y en consecuencia el mismo tiempo de divergencia. Por
lo que la presencia de un Unico haplotipo de Cytb en A. catarinae y que no es
compartido con los otros miembros del complejo puede ser explicado por la
pérdida de diversidad genética (Wahl et al. 2002; Heffernan y Wahl, 2002;
Peacock et al. 2009). Es decir, posiblemente el haplotipo de Cytb de A.
catarinae corresponde a un haplotipo ancestral que se ha perdido por deriva en
A. diazi y A. meeki o se encuentraba en la poblacion posiblemente extirpadas
del lago de Patzcuaro y Zirahuén.

Tampoco se comparte gran numero de especies entre el rio Cupatitzio y los
lagos de Patzcuaro y Zirahuén. De hecho so6lo Chirostoma estor (aunque
considerado introducido en el balsas) es una de las especies nativas que se
comparte. Mientras que especies nativas del rio balsas como Atherinella
balsana de la familia Atherinopsidae, Ciclasoma istlanum de la familia
Cichlidae, Hynopsis boucardi de la familia Cyprinidae, llyodon whitei de la
familia Goodeidae, Ictalurus balsanus de la familia Ictaluridae, Poecilia
reticulata y Poeciliopsis balsas de la familia Poeciilidae, no tienen ninguna
relacion con los lagos de Zirahuén y Patzcuaro (CONABIO, 2005).Lo anterior
expuesto: la nula evidencia geoldgica y climatica de la conexién fisica entre el
rio Cupatitzio y los lagos de Patzcuaro y Zirahuén, la evidencia genética de
Alloophorus robustus (Dominguez-Dominguez, 2008) y las estrechas
relaciones genéticas y morfologicas reportadas en el presente trabajo y en
estudios anteriores (Regan, 1906-1908; Hubbs, 1926, 1932, Hubbs y Turner
1939; De Buen, 1942; Alvarez, 1959; Hieronimus, 1995; Meyer et al. 2001),
sugieren que Allotoca catarinae y su actual distribucion no es producto de un
proceso natural.

Dado esto, los eventos eventos antropogénicos mas relevantes en la region de
los lago de Patzcuaro y Zirahuén, y el rio Cupatitzio, son congruentes con
tiempos de divergencia y separacion fisica estimados en el presente trabajo,
por lo tanto, la historia biogeogréfica de A. catarinae ha sido configurada
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posiblemente por un efecto fundador mediado por el hombre durante los
altimos 1,000 afios (De Mendoza, 1540; Goggin, 1943; Pérez de los Reyes,
1980; Williams y Weigand, 1996; Roskamp, 1998; Guzman et al. 2001; Bravo et
al. 2009; Pearlstein, 2009, 2012), siendo el fendbmeno responsable de la no
clara divergencia genética respecto a A. diazi y A. meeki por ser un evento tan
reciente (Kinziger et al. 2011, Habel y Zachos, 2012). Esta informacion también
contrasta la hipotesis biogeografica propuesta por Alvarez (1972) en relacion a
la conexion entre el rio Cupatitzio y los lagos de Patzcuaro y Zirahuén.

El efecto fundador son las consecuencias derivadas de la formacién de una
nueva poblacion de una especie a partir de un nimero reducido de la misma
(Whittaker y Fernandez-Palacios, 2007). El efecto fundador también ha sido
considerado como fundamental para estimular la divergencia genética que con
el tiempo conduce a especacion cladogenética y radiacion adaptativa
(Templeton, 1980; Gavrilets et al. 1996; Templeton, 2008). En contraste, un
modo alternativo de especiacion después de un efecto fundador es la
anageénesis, donde el habitat de la nueva poblacién mantiene relativamente las
mismas condiciones ambientales que la poblacién origen, siendo esta nueva
area una zona en la quela seleccion se mantiene uniforme (estabilizadora) y la
radiacion adaptativa no actua en gran manera (Stuessy et al. 2012) (Fig. 25). El
tiempo es el factor determinante para la formacién de un nuevo linaje evolutivo
independiente, sin embargo, entre mas antiguo sea el efecto fundador menos
detectable sera, pues habra actuado la deriva genética durante mas tiempo. En
suma, se ha demostrado que la baja diversidad genética encontrada en las
nuevas poblaciones tras un efecto fundador muy reciente, esta
mayoritariamente cuando es mediado por el hombre, por las fluctuaciones
climaticas recientes y por impacto ambiental de las actividades humanas
(Melbourne y Hastings, 2008; Agudo et al. 2010; Habel y Zachos, 2012).
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Figura 25. Variacion de la diversidad genética tras un efecto fundador y pérdida de la variacion genética
como consecuencia de las alteraciones del habitat. Tomado de Stuessy et al. 2012 y modificado en el
presente trabajo.

Se sabe que el hombre ocup6 la regién del lago de Zirahuén causando un gran
impacto durante los dltimos 2,300 afios, incrementando su explotacion durante
el siglo XVI y XVII tras la aparicion de la industria en la region, y con el maximo
pico desde los ultimos 50 afios (Bravo et al. 2009). Existe evidencia de que una
de las actividades principales de los asentamientos de la cultura P’urhépecha
era la pesca, de hecho en cuanto al aprovechamiento lacustre no era de maiz y
verduras principalmente, sino de peces, tortugas, ajolotes, almejas, tule, etc.
También existe registro de que los peces del lago de Patzcuaro tenian
importancia simbdlica pues fueron encontradas ofrendas en tumbas en el sitio
arqueoldgico de Uricho, localizado al suroeste del lago de Patzcuaro. Estas
ofrendas de peces datan de los periodos Clasico Tardio y Epiclasico (~500-900
d.C.). Aunque se dice que los peces utilizados pertenecian a la especie
Goodea atripinnis, no se descarta que fuesen de otras especies incluyendo
Allotoca diazi, ademas se asume que dicha tradicion podria cambiar con los
afos sustituyendo la especie utilizada. Lo que sugiere que la diversidad ictica
jugaba un papel importante en el desarrollo economico y cultural de la
poblacion P’urhépecha (Williams y Weigand, 1996; Guzman et al. 2001).

Existe evidencia de los ascentamientos P'urhépechas en la subcuenca del rio
Cupatitzio y en la cuenca del rio Balsas-Tepalcatepec. La posible expansion

del imperio P’urhépecha se dio durante el segundo periodo y establecimiento
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de este durante el tercer periodo, es decir, durante los afios 1400 (segundo
periodo) y 1450 a 1530 (tercer periodo). Durante dichos periodos se llevaron
las conquistas hacia el sur de Patzcuaro y hasta la region de Colima, las cuales
son denominadas “Rutas de Conquista”. Los asentamientos de los que se tiene
registro tras estos periodos de conquista van desde la region del rio La Palma,
en la cuenca del lago Zirahuén, hasta la region del rio Marqués. Sin embargo
los primeros grupos que se pudieron asentar en la region de Uruapan y sur del
mismo, fueron los “islefios”, grupo social aliado de los Chichimecas, grupo de
pueblos indigenas “Nahua” que habitaban el centro norte, conformado por
guerreros, cazadores y recolectores que no se podria descartar que ellos
desde ese entonces tuvieran importante influencia en el manejo de los recursos
acuicolas. El proceso de conquista por la cultura P’urhépecha se llevé a cabo
alrededor del afio 1350 durante la formacion del imperio, estableciendo nuevos
pueblos (De Mendoza, 1540; Goggin, 1943; Pérez de los Reyes, 1980;
Roskamp, 1998; Pearlstean; 2012).

11.3 Implicaciones Taxondmicas

Dada la informacion genética, morfoldgica, bioldgica y evolutiva del complejo A.
diazi, dicho complejo conforma un Unico grupo genético con baja o nula
estructura genética ya que se han separado recientemente. Considerarlas
como linajes evolutivos independientes o especies como tal, implicaria la
implementacion de un concepto de especie. Esta decision tiene importantes
alcances y quiza el mas grande es el de la conservacion del complejo y la zona
en que habitan.

Si se toma el concepto biolégico de especie el cual dice que una especie es un
grupo de individuos fertiles entre si (real o potencial) y aislados del
entrecruzamiento con otros grupos similares por incompatibilidades fisiolégicas
(Dobzhansky, 1937; Mayr, 1942), el complejo A. diazi conformaria una unica
especie con 7 poblaciones; en el lago de Patzcuaro, la cuenca de Zirahuén, y
cuatro distribuidas en la subcuenca del rio Cupatitzio, las tres regiones aisladas

actualmente entre si.
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El concepto filogenético de especie se define como un grupo basal de
organismos diagnosticablemente diferente de otro similar, dentro del cual hay
un patron de anscendencia-descendencia, siendo entonces el grupo
monofilético mas pequefio con ascendencia comun (Wiley, 1978). Con la
informacion obtenida del Cytb y la débil estructuracién genética encontrada, no
es posible identificar tres grupos monofilético, bajo este concepto A. diazi y A.
meeki representan una especie, mientras que A. catarinae otra.

Como se puede observar, los conflictos entre conceptos de especie aparecen
basicamente al definir criterios operativos para identificar estos taxa aun
cuando se utilizan conceptos de indole evolutiva. Bajo estos conceptos, el
interés se centra en la identificacion de grupos monofiléticos y determinar
patrones y procesos de especiacion. Dada las dificultades en la aplicacion de
un concepto de especie, el concepto cohesivo de especie (Templeton 1989)
intenta sintetizar los conceptos con un cotexto evolutivo, el cual menciona que
una especie es la unidad mas inclusiva, que presenta cohesion fenotipica y
genotipica, mantenida por mecanismos de cohesién como el flujo génico y los
factores que determinan el nicho ecolégico, es decir, mecanismos que
mantienen y promueven el parentesco genético (intercambiabilidad genética) y
el uso de un mismo nicho fundamental (intercambiabilidad demografica o
ecologica). Para inferir un suceso de especiacién bajo este concepto se deben
rechazar estadisticamente tres hipétesis nulas: las poblaciones objeto de
estudio forman un Unico linaje evolutivo, existe intercambiabilidad genética y
existe intercambiabilidad ecoldgica o demogréfica (Perfectti, 2002).

Tomando en cuenta el concepto cohesivo de especie podemos concluir que el
complejo A. diazi esta conformado por una unica especie conservandose la
clasificacion taxondmica de la primera especie descrita como Allotoca diazi
(Meek, 1902) y la que posiblemente dio origen de manera natural al menos a A.
meeki. Aunque cada miembro en términos evolutivos se considere como linajes
incompletos o especies incipientes y se encuentran aisladas entre si en
regiones con condiciones climaticas distintas que no permiten la
intercambiabilidad genética, ecolégica y demografica de la especie; en un
futuro los tres miembros formaran linajes evolutivos independientes. Por un
lado, A. catarinae debe considerarse taxonémicamente como una introduccion

del hombre de A. diazi en la subcuenca del rio Cupatitzio pues de lo contrario
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su clasificacion se ajustaria al sistema artificial de clasificacién (Doolittle, 1999).
Mientras que A. meeki debe ser considerada como una especie incipiende o
bien subespecie de A. diazi debido a que ha sido producto de procesos
naturales por lo que se sugiere su nomenclatura como Allotoca diazi meeki
puesto posee haplotipos Unicos tanto en su genoma nuclear como mitocondrial
originados tras su separacion pero aun poseen la misma integridad genética
que A. diazi (Cracraft, 1989; De Queiroz, 2007; Mallet, 2007). Por lo tanto se
sugiere la clasificacién del complejo A. diazi como una Unica especie Allotoca
diazi con dos subespecies: Allotoca diazi diazi (poblacion del lago de
Patzcuaro) y Allotoca diazi meeki (poblacion del lago de Zirahuén) y una
poblacion introducida artificialmente de A. diazi en la subcuenca del rio

Cupatitzio sin conocer de qué subespecie proviene.

11.4 Implicaciones de Conservacion

El complejo A. diazi o bien la especie A. diazi en las regiones que habita
necesita especial atencion y es de gran importancia su conservaciéon y la
aplicacion de programas eficientes de los mismos inmediatamente puesto que
se trata de especies endémicas de Michoacan y de México, especies de
importancia para el estudio en materia de evolucidon, adaptacion, de
importancia biologica y comercial puesto que algunas de ellas son utilizadas
para el consumo humano actualmente, ademas de habitar regiones de
importancia biolégica, econémica y cultural a nivel estatal y nacional.

Se identificaron dos OCUs correspondientes a las poblaciones naturales de las
subespecies A. diazi diazi y A. diazi meeki. Fuentes no oficiales nombran al
lago de Patzcuaro como Area Natural Protegida (ANP), sin embargo, no esta
reconocido como tal. De hecho soélo el volcan de El Estribo esta incluido
oficialmente como ANP. Por otro lado, en el afio 2009 se exigié decretar el lago
de Zirahuén como ANP, sin embargo no se ha incluido como tal. Dicho cuerpo
de agua ha sido altamente afectado por a introduccion de especies exoticas,
extirpando inclusive a la poblacion de A. meeki del baso lacustre. La regiéon de

Opopeo no se ha tomado en cuenta para su inclusion, pero se sugiere que lo
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sea lo mas pronto posible para la conservacion de los recursos acuicolas que
aln posee.

Lo anterior habla de la inminente necesidad de crear eficientes programas
estrategicos que ayuden a detener la degradacion de estas regiones y a
conservar los recursos naturales de los que depende biologica y
econdémicamente una region sumamente importante en el pais.

Se sugiere la inmediata inclusion de A. meeki en la lista de especies
amenazadas o0 en peligro de extincion por los siguientes criterios: Sélo posee
una poblacion actual, es vulnerable a la introduccién de especies exéticas, los
registros en el presente trabajo muestran una reduccién en el tamafio
poblacional actual, se encuentra en una region con alto impacto humano y
posiblemente sea vulnerable al cambio climatico como se observé en este
trabajo. La contaminacién y la introduccién de especies exoéticas en Opopeo ha
desplazado actualmente a A. meeki, refugiandose en un pequefio canal del rio
la Palma que sirve de riego y descarga de aguas residuales.

Los modelos de nicho ecolégico en el futuro son una herramienta muy
importante en materia de conservacion y manejo de la biodiversidad. El analisis
llevado a cabo en el presente trabajo muestra que aun si se aplicaran eficientes
estrategias de desarrollo econdémico, social y medio ambiental, que no
incluyeran grandes cambios sino que al menos frenaran el impacto humano en
el cambio climético y manteniendo estable las condiciones a partir de la
segunda mitad del siglo, no se podrian mantener las condiciones idoneas para
la supervivencia de la especie. En las préximas décadas se predice un
incremento rapido de la temperatura anual (~1°C), reduciendo de manera
importante las areas potenciales del complejo A. diazi segun modelos a futuro,
comprometiendo la supervivencia de la ictiofauna de las areas de estudio de
este trabajo, de hecho, la prediccion para el afio 2020 no genera un area
potencial para la presencia de A. catarinae en rio Cupatitzio y se mantienen
reducidas durante todo el siglo por lo que puede esperarse que estén en grave
peligro de extincién. El area potencial para A. meeki se modifica situandose en
otras regiones durante la proxima década. Mientras que para el 2050 se
predice un cambio completo en el area potencial de A. meeki, areas situadas
en lejanas que no permitirian la dispersion de la especie. Para el afio 2080 se

predice una reduccién nuevamente de las areas potenciales por el incremento
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aungue lento pero continuo. De igual manera ocurre con A. diazi, donde para el
afio 2020 se espera una gran reduccion en su area potencial para habitar,
mientras que para el 2050 se espera un cambio brusco de area potencial,
extensa pero fuera de las posibilidades de dispersién de la especie. Para el
2080 se ve reducida nuevamente el area potencial de A. diazi siendo sélo un
area potencial el lago de Patzcuaro.

Lo anterior sugiere que los programas que se deben aplicar para la
conservacion y manejo de recursos naturales deben ser mas eficientes y no
sélo frenar el impacto humano en el ambiente, sino aplicar programas de
restauracion ecologica.

Estos escenarios podrian ser extrapolados a distintos grupos de organismos y
es posible que se vean afectados de igual manera. A su vez, se considera que
este tipo de andlisis son eficientes para la formacion de criterios de
conservacion y que dentro del presente trabajo deben ser considerados para la
aplicacion de programas futuros o actuales. También podrian ser usados para
la explicacién de la dinamica poblacional y genética de las poblaciones en el
futuro en condiciones antropogénicas y econdémicas distintas y contribuyen de
manera importante en el estudio de la historia evolutiva de los organismos.

Es indispensable determina el impacto ecoldgico de la translocacién de A. diazi
en la subcuenca del rio Cupatitzio pues es de gran importancia para la
conservacion, puesto que permite la correcta aplicacion de estrategias de
conservacion de otras especies y manejo de recursos en la region. Su
evaluacion implicaria considerarla como una poblacién introducida naturalizada
invasora o no invasora (Zhan et al. 2012), es decir, si su introduccion causo su
proliferacion, extendiéndose mas alla de sus limites ecolégicos, induciendo con
ello cambios que amenazan los ecosistemas, el habitat u otras especies, o
bien, simplemente lograron establecerse al romper las barreras bioticas y
abibticas que se opusieron a su supervivencia y sin afectar la integridad de
manera importante del nuevo habitat y sus especies. Lo anterior se sugiere
puesto que la translocacion de especies tiene alto riego de convertir a una
especie nativa en especie invasora y es inpresindible en determinar los costos
y beneficios de ello (Ricciardi y Simberloff, 2009; Seddon, 2010; Erfmeier y
Bruelheide, 2010; Thomas, 2011).
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Actualmente solo se reconoce oficialmente al Parque Urbano Ecolégico de
Uruapan como Area Natural Protegida (ANP), cuya area es de uso publico
dentro de los centros de poblacién, que tiene como objetivo preservar el
equilibrio de las areas urbanas e industriales, entre las construcciones,
equipamientos e instalaciones respectivas y los elementos naturales.

Ni la presa Santa Catarina o Caltzontzin, El Sauco y ni la regiéon de las
“Yacatas”, estan consideradas ANP, las cuales poseen actualmente gran
proporcién de las poblaciones de peces del rio Cupatitzio incluyendo a A. diazi.
Las primeras dos regiones se encuentran dentro del nicleo urbano y se ven
altamente afectadas por el hombre. La region de las “Yacatas” y la presa
Cupatitzio sufren un impacto enorme por la descarga de aguas residuales y la
introduccién de especies exaticas.

Lo anterior es evidencia de que se debe prestar especial atencion a la
subcuenca del rio Cupatitzio y al impacto de la introduccién de especies ya que

sus poblaciones de peces se encuentran altamente vulnerables.
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XII. Conclusiones

o El complejo Allotoca diazi estd conformado por tres grupos genéticos poco
diferenciados actualmente conocidos como A. diazi, A. meeki y A.

catarinae.

o El complejo A. diazi representa una Unica especie en la que se sugiere se
consideren dos subespecies Allotoca diazi diazi y A. diazi meeki endémicas
de los lagos de Patzcuaro y Zirahuén respectivamente, y una poblacion

introducida por el hombre en la subcuenca del rio Cupatitzio.

o La historia evolutiva de las actualmente consideradas como A. diazi y A.
meeki esta vinculada a la conexion y desconexion del lago de Péatzcuaro y

Zirahuén en los ultimos 30,000 afos.

o Los miembros del complejo A. diazi poseen baja o nula estructura genética
y han sufrido importantes cambios demograficos a través del tiempo debido

a su separacion fisica, las fluctuaciones climéticas y el impacto humano.
o El complejo A. diazi posee baja diversidad genética y altos niveles de
endogamia que podria producir la acumulacién de mutaciones deletéreas,

comprometiendo la supervivencia del mismo.

o La historia evolutiva de A. catarinae no esta vinculada a la actividad tecto-

volcénica y climética de la regién.

o La actual distribucién de A. catarinae se atribuye a un efecto fundador

mediado por el hombre ocurrido en los ultimos 1,000 afios.

o La cultura P'urhépecha a jugado un importante rol en la actual
configuracion del area de distribucién del complejo A. diazi.
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o No existe evidencia de la conexion fisica entre la subcuenca del rio
Cupatitzio y los lagos de Zirahuén y Patzcuaro. Por lo que al menos han

estado separados por 140,000 afios.

o Los principales eventos geoldgicos que promovieron el aislamiento de A.
diazi y A. meeki son la formacién y actividad del volcan El Estribo (~28,000
afios) y La Taza (~8,000afos), al sur del lago de Patzcuaro y son
soportados por los fechamientos obtenidos con la informacion genética del

presente trabajo.

o La hipétesis de Alvarez (1972) no se ajusta completamente al patrén
biogeogréfico del complejo A. diazi. Sélo es congruente con las conexiones
que existieron entre el lago de Patzcuaro, Zirahuén y la cuenca de Zacapu,
pero no en relacion a la conexion de la subcuenca del rio cupatitzio ni los

tiempos de separacion (LIMA-0.7MA).

o La hipétesis de De Buen (1943) es congruente al patrén filogeografico
observado entre A. diazi y A. meeki y su relacién con la cuenca del rio

Lerma.

o Las fuertes alteraciones ambientales durante el Holoceno (fluctuaciones
climéticas climatico, cambio de uso de suelo, desecacion, tala, introduccion
de especies exaticas, etc.) ha tenido y sigue tiendo gran impacto en las
poblaciones del complejo A. diazi, reduciendo sus poblaciones, su

variabilidad genética y poniendo en riesgo su supervivencia.

o Las tres regiones donde se distribuye el complejo A. diazi poseen
condiciones completamente distintas pero so6lo dos debebconsiderarse
Unidades Operativas de Conservacion. Se debe determinar el impacto de
la introduccion de A. diazi en el rio Cupatitzio y estimar los costes y

beneficios de conservar una especie translocada.
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o Las éareas en las que se distribuye A. diazi diazi y A. diazi diazi deben de
tener especial atencion y aplicar inmediatamente estrategias eficientes de
conservacion y manejo a largo plazo. Cada una de estas regiones debe
estar oficialmente decretadas como Areas Naturales Protegidas ya que son
regiones de alta abundancia y riqueza de especies, ademas de alta riqueza

de endemismos.
o Los programas de conservacion y manejo deben incluir la recuperacion de

areas especificas que promuevan el establecimiento eficiente de las

poblaciones de peces asi como de restauracion ecoldgica.
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XIII. Datos Complementarios

Tabla C1. Frecuencias alélicas por loci para las Allotoca diazi, A. meeki y A. catarinae.

Locus Alelo A. diazi A. meeki A. catarinae
519 0.18919 0.02778 --
521 0.02703 0.13889 0.02439
523 -- 0.05556 --
525 -- 0.02778 --
541 0.13514 -- --
549 0.01351 0.02778 --
551 0.02703 0.19444 --
555 -- -- 0.28049
563 -- -- 0.04878
571 0.02703 0.02778 --
573 0.16216 -- 0.0122
579 -- 0.08333 0.03659
581 -- 0.19444 0.03659

XC18 583 -- -- 0.06098
585 -- 0.11111 0.0122
587 -- -- 0.02439
589 -- -- 0.09756
5901 -- -- 0.0122
595 0.18919 -- 0.04878
597 -- -- 0.06098
601 -- -- 0.06098
605 -- 0.05556 --
607 0.04054 0.02778 0.07317
611 - -- 0.08537
613 0.01351 -- --
615 0.17568 -- 0.0122
619 -- 0.0122
625 -- 0.02778 --
240 -- -- 0.36585
242 0.02703 -- 0.0122
244 -- 0.11111 --
248 0.01351 0.02778 0.23171
252 0.28378 0.16667 0.2561
254 -- -- 0.12195
258 0.04054 0.05556 --
264 0.10811 0.02778 --
266 0 0.11111 --

ZT1.6 268 0.06757 0.08333 --
270 -- 0.02778 --
272 0.01351 -- --
274 -- 0.02778 --
276 0.36486 -- 0.0122
278 0.01351 0.05556 --
280 0.02703 -- --
282 -- 0.13889 --
284 -- 0.05556 --
288 -- 0.11111 --
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Locus Alelo A. diazi A. meekKi A. catarinae
306 0.04054 -- --
152 0.10811 -- --
168 0.06757 -- 0.06098
172 0.2027 -- --
176 0.06757 0.02778 0.13415
180 0.12162 -- 0.0122
184 -- 0.11111 --
188 0.21622 0.05556 0.04878
192 0.01351 -- 0.26829

7717 196 -- 0.13889 0.12195
200 -- 0.05556 0.12195
204 0.06757 0.08333 0.08537
208 -- 0.05556 0.0122
212 0.02703 0.05556 0.02439
216 -- 0.30556 0.02439
217 -- 0.02778 --
222 0.10811 0.02778 0.03659
224 -- 0.05556 0.03659
229 -- -- 0.0122
197 0.02703 -- --
199 -- 0.02778 0.21951
201 0.33784 0.13889 0.12195
203 0.09459 0.11111 0.03659
205 -- -- 0.0122
209 0.01351 0.22222 0.57317
211 -- -- 0.02439

IW196 215 0.06757 0.08333 --
219 -- 0.05556 --
225 0.01351 0.02778 --
229 0.01351 0.02778 --
231 0.35135 0.22222 0.0122
235 -- 0.08333 --
239 0.02703 -- --
247 0.04054 -- --
251 0.01351 -- --
178 -- 0.02778 --
180 0.10811 -- --
184 0.71622 0.55556 0.89024
186 -- 0.02778 --

XC25 188 0.01351 0.02778 0.10976
190 0.14865 0.13889 --
192 0.01351 0.08333 --
194 -- 0.05556 --
196 -- 0.08333 --
220 0.08108 -- --
230 -- 0.16667 --
235 -- 0.22222 --

AS? 240 0.32432 0.05556 0.31707
245 0.21622 0.05556 0.21951
250 -- 0.05556 0.37805
255 0.08108 0.11111 0.04878
260 0.08108 0.19444 --
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Locus Alelo A. diazi A. meekKi A. catarinae
265 -- 0.11111 0.02439
270 0.05405 -- 0.0122
275 0.16216 0.02778 --

ZT1.9 391 -- 0.02778 --
403 -- -- 0.03659
407 0.01351 -- --
411 -- 0.02778 0.02439
415 -- -- 0.03659
419 -- 0.02778 0.0122
423 0.02703 -- --
427 0.09459 -- 0.12195
431 0.01351 -- 0.08537
435 -- 0.02778 0.06098
439 0.02703 0.08333 0.07317
443 -- 0.08333 0.08537
447 0.2027 0.19444 0.07317
451 0.10811 0.19444 0.04878
455 -- 0.02778 0.09756
459 0.02703 0.16667 0.02439
463 0.04054 -- 0.13415
467 0.02703 0.02778 0.0122
471 0.32432 0.02778 0.06098
475 0.05405 0.02778 0.0122
479 -- 0.05556 --
483 0.02703 -- --
487 0.01351 -- --
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