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Resumen

En este estudio se secuencio el gen Citocromo b de 71 individuos de Pseudoeurycea robertsi,
de 11 sitios dentro de su area de distribucion, el Area de Proteccién de Flora y Fauna del
Nevado de Toluca (APFFNT). Se emplearon analisis de inferencia bayesiana y de redes para
reconstruir la genealogia del gen y elucidar la historia evolutiva de los linajes matrilineales,
asi como el grado de divergencia entre sus distintos haplotipos a través de una historia
mutacional. También se emplearon andlisis de estructura para determinar la existencia de
clusters genéticos asi como la admixia entre ellos. Por otro lado, se analizaron las
fluctuaciones demograficas para conocer si han influido histéricamente en el grado de
polimorfismo y divergencia observable.

Se encontraron 2 linajes genealdgicos, uno regionalizado en la ladera al sur del crater del
volcan y el otro regionalizado en la ladera al norte del mismo. A su vez, el linaje al norte esta
formado por dos subgrupos genealdgicos, uno regionalizado en la porcién latitudinalmente
céntrica del APFFNT y mas cercana al crater y el segundo regionalizado en la parte mas
alejada al norte del APFFNT, dentro de la localidad de Amanalco. Los andlisis de estructura
muestran la existencia de 3 grupos genéticos, con una admixia intermedia entre los dos
clusters genéticos ubicados al norte, y con poca o nula relacién con el cluster del sur. El
patron de los cambios mutacionales indica que los haplotipos mutaron progresivamente en
un patrén “stepping-stone” como en la especie cercana Pseudoeurycea leprosa. El Unico
haplotipo compartido entre las dos laderas del volcan sugiere que se ha estado llevando a
cabo un flujo secundario o reciente de haplotipos dentro de toda la ladera Norte y del Sur
al Centro del APFFNT al mismo tiempo que se ha ocurrido una diferenciacién histoérica
continua. Por otra parte, los andlisis demograficos mostraron evidencia de un ligero evento
de expansidn poblacional.

Los niveles de diversidad y divergencia haplotipica encontrados en P. robertsi fueron altos,
similares a las poblaciones mas antiguas de P. leprosa, la cual es una especie que presenta
una distribucion geografica mds amplia y de surgimiento mas antiguo. La fragmentacién de
las poblaciones mas antiguas de P. leprosa se dio aproximadamente al mismo tiempo que
el surgimiento de P. robertsi como especie (~900 Ka). Esto sugiere, por un lado, que algunos
factores como un periodo de tiempo comparativamente similar de fragmentacion de las
poblaciones, puede promover efectos de diferenciacién en poblaciones microendémicas
equiparables a aquellos mostrados por poblaciones filogenéticamente mas antiguas de
otras especies cercanas. Sin embargo, la diferenciaciéon observada en P. robertsi fue mas
alta que aquella de las poblaciones mas recientes de P. leprosa, por lo que inferimos que
los factores geoldgicos-climaticos histdricos del paisaje durante el Pleistoceno o aspectos
de la historia de vida propias de P. robertsi como la alta filopatria de las salamandras o el
microendemismo, pueden promover efectos de diferenciaciéon mas profunda en especies
de distribucidn restringida respecto a aquellas de distribucién mas amplia en ventanas de
tiempos similares en estas especies cercanas pero con historia de vida y evolutiva distintas.
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Introduccion

Las fuerzas evolutivas como la seleccidén natural, la deriva genética, el flujo genético, la
mutacion y la recombinacidn actian continuamente sobre las poblaciones de los individuos
(Avise et al. 1987) y dependiendo de las caracteristicas de cada especie, el efecto de alguna
de las fuerzas evolutivas se puede acentuar por sobre las demas y desencadenar procesos
que tienen un patrén Unico y detectable en el pool genético de las poblaciones (Emerson
et al. 2001; Hey y Machado 2003). En el caso de las especies con distribucidon geogréfica
restringida o con poca capacidad de dispersidn, su trayectoria evolutiva se asemeja a la de
poblaciones pequefias (Castellanos-Morales et al. 2015; Sunny et al. 2014). Estas especies
pueden mostrar evidencia de flujo genético restringido, aislamiento histdrico o deriva
génica, generando un patrén de divergencia filogenética reducida, baja diversidad genética
y tamafio efectivo poblacional pequeio, producto de eventos continuos de colonizaciéon
seguidos de un efecto fundador (Parra-Olea et al. 2012; Sunny et al. 2015). Sin embargo, se
sabe que incluso especies con estas caracteristicas han mostrado niveles de diversidad y
divergencia equiparables a otras especies con mayor capacidad de dispersiéon o con
poblaciones mas continuas (Moritz 1999), de manera que no existe un consenso sobre la
tendencia de la diferenciacién genética de estas especies (Castellanos-Morales et al. 2015;
Heredia-Bobadilla et al. 2016).

Estudiar la diferenciacion genética de una especie tiene por objeto reconstruir sus linajes
genealdgicos, la historia de cambio mutacional o divergencia y hallar los relictos o puntos
geograficos donde se encuentran los linajes genéticos principales, asi como la mayor
cantidad de variacién genética (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009), e
inferir si acontecieron sucesos demograficos que ayudaron a incrementar o reducir la
interaccidn genética de las poblaciones (Avise 2000; Avise 2009). Una vez realizados estos
analisis se pueden inferir, de acuerdo al contexto propio de cada especie, cuales son los
factores que determinaron la estructura y diferenciacién en sus poblaciones, asi como
identificar si dichos factores son comparables con los documentados para otras especies,
con lo cual se pueden detectar procesos generales que operen a un nivel taxondmico mayor
que en nuestro caso particular de interés (Castafieda-Rico et al. 2014). En este caso, nos
enfocamos en una salamandra pletoddéntida Pseudoeurycea robertsi, cuya distribucion es
microendémica y cuyo origen filogenético se ha datado recientemente, durante el
Pleistoceno tardio (Rovito et al. 2015).



Marco tedrico
1. DNA mitocondrial y relaciones genealdgicas

La molécula de DNA mitocondrial (mtDNA), al igual que en otros marcadores moleculares,
ofrece un polimorfismo detectable para los analisis genéticos (Avise 2000). Las variantes
de mtDNA se diferencian unas de otras por las mutaciones o cambios en la secuencia de
nucledtidos que presentan, es decir, cuando dos o mds secuencias presentan mas de un
estado nucleotidico en un sitio homélogo, se dice que hay polimorfismo y a cada variante
de le denomina haplotipo (Avise et al 1987). Cuando esto ocurre, las mutaciones puntuales
suelen reconocerse como las mds frecuentes, ya que en el mtDNA no ocurre
recombinacién, de manera que otro tipo de mutaciones como los “indels”, ya sea de un
solo nucledtido o de un segmento completo, son infrecuentes o nulas (Avise 2009). Este es
uno de los factores que favorecen la acumulacién de mutaciones en las secuencias de
mtDNA y que justifican su empleo como marcador a escala microevolutiva (Avise 2009). Las
causas de su elevada tasa de mutacién se deben a factores como la carencia de histonas
asociadas a dicha molécula (Lanteri y Confalonieri 2003), lo cual implica que las secuencias
de mtDNA se encuentran expuestas a la actividad nucleasa de las enzimas y que su
reproduccidn sea asincrénica con la divisidon celular (Garrido et al. 2006). Esto aporta
variacion que se acumula durante una activa proliferacion de la molécula dentro de una
misma célula, ya sea germinal o somadtica (Brown et al. 1979; Avise 2009). Otro rasgo
importante del mtDNA es su herencia uniparental en casi todas las especies animales, que
se hereda de la madre a su descendencia de ambos sexos, pero de nuevo solo las hijas lo
transmiten a su descendencia (Avise 2000).

Estas caracteristicas permiten al mtDNA inferir o reconstruir el cambio evolutivo de un
conjunto de individuos como una historia lineal de mutaciones que se van acumulando una
tras otra entre las variantes haplotipicas a través de las generaciones (Avise et al. 1987),
donde unos pocos pasos mutacionales significan una diferenciacidon incipiente y una
divergencia reciente, mientras que una acumulacién numerosa de mutaciones entre dos
haplotipos implica una divergencia profunda temporalmente (Fig. 1; Avise 1995). El grado
de diferenciacién puede estar correlacionada con una mayor distancia geografica o con
algun otro tipo de aislamiento (geografico, ecoldgico o etolégico) de largo plazo (Avise
1995; Avise 2000; Avise 2009) vy si se identifica un haplotipo en mas de una poblacidon
entonces podemos inferir que esas poblaciones tienen cierto grado de flujo genético
reciente (Fig 1b; Avise et al. 1987).

Ahora bien, dado que en ocasiones es impractico o no rentable la secuenciacion completa
del genoma mitocondrial, los estudios que requieren el uso de mtDNA se enfocan en uno
o varios genes que codifican para proteinas (Domiguez-Dominguez y Vazquez-Domiguez
2009), como el gen que codifica para el citocromo B (cyt b), que se ha usado
extensivamente en otros estudios, no solo de anfibios y reptiles sino virtualmente en casi
todos las clases del reino animal (Avise 1986; Arif y Khan 2009). Sin embargo, una vez
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determinado el nimero de genes de mtDNA implicados en el analisis, el objetivo es
reconstruir las relaciones haplotipicas (Posada y Crandall 2001a; Hey y Machado 2003;
Avise 2009).

No obstante, adaptar los métodos tradicionales de reconstruccidon filogenética a los
haplotipos de mtDNA presenta ciertas limitaciones (Yang y Rannala 2012) impuestas por las
caracteristicas que distinguen a las relaciones entre especies, es decir, la escala
macroevolutiva o filogenética, de las relaciones entre poblaciones, o bien, la escala
microevolutiva o tocogenética (Posada y Crandall 2001a; Lanteri y Confalonieri 2009). Por
ejemplo, un proceso destacable a nivel filogenético, que no ocurre a nivel tocogenético son
las relaciones de caracter jerdrquico (Swofford et al. 1996; Futuyma 2005; Yang y Rannala
2012). Al aplicar los métodos tradicionales dicotémicos a un conjunto de genes o secuencias
de distintas especies, estos reconstruyen su historia evolutiva. Pero al ser de distintas
especies asumimos que los genes ancestrales y los genes en estudio pertenecen a acervos
genéticos distintos, ya que las mutaciones, combinados con procesos demograficos y
poblacionales separan los alelos en grupos genéticos discretos que no tienen flujo entre
ellos, ya sea por barreras temporales (extincidon del ancestro) o por barreras reproductivas
(Hudson 1991; Yang y Rannala 2013), lo que define un proceso jerarquico de ancestria-
descendencia (Lanteri y Confalonieri 2009). En contraste con esto, las relaciones entre
genes muestreados de individuos pertenecientes a una misma especie no son jerarquicas
debido a que las variantes de los genes si pueden intercambiarse entre grupos genéticos
debido a la reproduccion sexual de los individuos (Posada y Crandall 2001a). Ademas, los
ancestros frecuentemente conviven con los descendientes, por lo que en las relaciones
genealdgicas, el ancestro se transmite o se hereda a la par que lo hacen los descendientes
(Posada y Crandall 2001a).

Por otro lado, la variacién entre individuos de la misma especie suele ser menos que la de
los analisis filogenéticos, por lo que los andlisis genéticos arborescentes tradicionales
podrian disminuir su poder de resolucién y devolver un cladograma con un gran nimero de
politomias (Yang y Rannala 2012). Ademas, la variante ancestral puede dar lugar a varios
descendientes o multifurcacion, y no solo a dos (lo que en las genealogias se conoce como
bifurcacion o dicotomia), por lo que la ramificacion dicotdomica tradicional no seria
suficiente (Posada y Crandall 2001a). Por ultimo, a nivel intraespecifico pueden ocurrir
fenémenos de homoplasia y mutacion reversa, por lo que los analisis genéticos matriciales
de bifurcacion reducen el nimero de homoplasias sin mostrar donde ocurrieron estas, y
generar un numero elevado de politomias (Futuyma 2005; Vazquez-Dominguez et al. 2009).
Otro inconveniente es que si existe un haplotipo ancestral, bajo un modelo bifurcante
tradicional, el ancestro estaria representado por una rama de longitud cero en el nodo basal
de un cluster o grupo genético (Posada y Crandall 2001a).

Debido a estas diferencias entre relaciones de especies y poblaciones, se desarrollaron
métodos graficos que toman en cuenta fendmenos de multifurcaciéon, ancestros
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Figura 1. a) Se muestra una
poblacion de 6 haplotipos (A-F)
con la genealogia verdadera
(desconocida) y la red de
distancias minimas (inferida). b)
Red de haplotipos hipotética de
una especie. Cada circulo
representa un haplotipo. Se
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\ observan dos filogrupos
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separados por ocho pasos
mutacionales. Dentro de cada
uno de ellos, los distintos
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haplotipos ancestrales (en negro)
y separados entre ellos por un
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Genealogia
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A—C _.._.—c|:
| o solo paso mutacional. (Tomado y
? modificado de Schaal y Olsen
F 2000 y Lanteri y Confalonieri
Red de distancias minimas 2003).

persistentes o incluso la recombinacidn, y los representen de una forma legible (Lanteriy
Confalonieri 2009). Estos se conocen como “redes” (Fig. 1) y emplean la informacion
disponible en las secuencias para representar sus relaciones (Posada y Crandall 2001a). En
estas redes, los haplotipos centrales se consideran ancestrales o intermedios, puesto que
la mayoria de estas redes pretenden minimizar la distancia en pasos mutacionales entre los
haplotipos que conducen a todas la gama dobservada en las poblaciones (evento de
multifurcacion) y debido a esto es por lo que las variantes de haplotipos no se encuentran
ordenadas de una forma temporal sino por un criterio que disminuye las distancias entre
ellas (Fig. 1a) (Vazquez-Dominguez et al. 2009; Schaal y Olsen 2001). Las redes también
permiten apreciar eventos de homoplasia o recombinacién, que se representan como
“anillos” y ver cuales son los “caminos” o pasos mutacionales que llevan a los diferentes
haplotipos y dichos caminos pueden ser mds de uno para cada haplotipo (Schaal y Olsen
2000; Vazquez-Dominguez et al. 2009). Para aquellas secuencias o haplotipos existentes (de
la muestra) que estan conectados por mas de un paso mutacional, la red puede contener
haplotipos intermedios inferidos los cuales pueden no haber sido muestreados, estar
extintos o tal vez nunca existieron (Schaal y Olsen 2000; Lanteri y Confalonieri 2009).
Adicionalmente, las redes de haplotipos presentan las variantes iguales, aunque provengan
de regiones diferentes, en un solo circulo del diagrama codificando su origen geografico con
una clave grafica (Pifiero et al. 2008).



2. Teoria de coalescencia y demografia histérica

La coalescencia es la aproximacion mas poderosa para interpretar la variacidon observada
del DNA (Hamilton 2009). Es un modelo retrospectivo, inverso a la divergencia del mtDNA
basado en la premisa de que los alelos de un gen de una poblacién se derivan de un solo
alelo ancestral que existié en algun punto del pasado (Schaal y Olsen 2000; Pifiero et al.
2008). El concepto de linaje genealdgico se aborda entonces desde una perspectiva
coalescente, donde cada uno de las variantes haplotipicas actuales es el descendiente
ultimo de una serie de haplotipos que se modificaron histdricamente, y que aumentan su
divergencia entre si con el tiempo. (Avise 2000; Hamilton 2009). La conexidén genealdgica es
necesaria porque en las poblaciones naturales, las hembras contribuyen con un nimero
diferente de hijas a la progenie de la generacidn siguiente, asi que cuando se heredan los
haplotipos en las generaciones siguientes, en el arbol matrilineal algunas ramas proliferan
y otras mueren (Avise 2009). La coalescencia matrilineal no implica que solo una hembra
existié en la generacién coalescente, sino que los linajes de otras hembras de la misma
generacion no sobrevivieron a través de sus descendientes (Vazquez-Dominguez et al.
2009). Esto no seria posible si, por ejemplo, una madre tuviese exactamente una hija en
cada generacidn que la sustituyera, pues en ese caso no habria relaciones genealogias v,
por tanto, no habria coalescencia. Por lo tanto, en la reproduccién diferencial se
fundamenta el concepto coalescente (Avise 2009).

El objetivo de los métodos coalescentes es reconocer el impacto que tienen las
fluctuaciones en el tamafio efectivo poblacional histérico (Ne) en la topologia de una
genealogia, puesto que hay una relacién estrecha entre el polimorfismo observado dentro
de las secuencias haplotipicas y el tiempo de coalescencia (Hudson 1991; Emerson et al.
2001; Hamilton 2009), de manera que en aquellas poblaciones donde los haplotipos son
mutacionalmente mas distantes, se infiere un Ne grande debido a que el tiempo de
coalescencia se alarga respecto al tiempo de coalescencia de poblaciones mds pequefias,
donde dichos tiempos de coalescencia se acortan debido al poco polimorfismo de las
secuencias (Emerson et al. 2001). Primeramente, para medir los efectos de una fuerza sobre
la diversidad genética de una poblacién, se necesita un modelo neutral contra el cual
comparar los datos empiricos, para ello usamos un modelo de Wright-Fisher de evolucién
neutral de los genes, lo que provee un marco de trabajo para el desarrollo de distintas
pruebas y métodos que permiten inferir diferentes escenarios demograficos histéricos de
manera estadisticamente confiable extrayendo informacién de la topologia de las
genealogias o filogramas (Emerson et al. 2001). Algunos métodos coalescentes incluyen
otros procesos como patrones de mutacidn, migracion o recombinacion (Pifiero et al. 2008).

Las propiedades de las genealogias dependen de ciertos factores como el tamafio
poblacional, la estructura geografica y la presencia de alelos mantenidos por seleccién
(Hudson1991). Esto es importante ya que las genealogias se moldean segun el nimero de



crias que dejan las generaciones presentes, si existe migracion o si hay alelos mantenidos
por ser selectivamente ventajosos (Hudson 1991).

Los estadisticos colascentes son métodos que nos permiten inferir cambios demograficos
historicos y se fundamentan en: a) genealogias con mutaciones neutrales, con una tasa de
mutacion constante bajo el modelo de sitios infinitos. De esa forma las mutaciones se
acumulan en la genealogia y podemos estudiar sus propiedades sin alterar su topologia; b)
un modelo sin seleccién ni recombinacién (Hey y Machado 2003); c) que todos los
individuos de la generacién previa (t+1) tienen la misma probabilidad de ser el ancestro de
alguno de los individuos (n) de la siguiente generacion (t) (Hudson 1991; Emerson et al.
2001; Hey y Machado 2003; Hamilton 2009); d) la probabilidad de que mds de dos
individuos coalescan en la generacidn inmediata anterior es tan baja que puede ser
ignorada (Hudson 1991).

La D de Tajima es un sumario estadistico que requiere de la comparacion de dos medidas
del polimorfismo. Una de ellas se calcula a partir de los supuestos anteriormente
mencionados, tomando el nimero de sitios segregantes (S), para obtener el valor de 6 que
es un indice de polimorfismo bajo un modelo de evolucidn neutral (Tajima 1989; Hamilton
2009). En este tipo de modelos se considera que el nimero de sitios segregantes bajo un
modelo neutral es una funcién del indice de mutacién dentro de una poblacion de Ne linajes
matrilineales, a través de la expresion: 6=2Ncu (Rogers y Harpending 1992; Schneider y
Excoffier 1999; Parra-Olea et al. 2012). Bajo los supuestos anteriores se obtiene la siguiente
expresion que relaciona S, el nimero de k secuencias en la muestra y el indice 0 (Hey y
Machado 2003; Hamilton 2009).

S

T onil
Y

0

La otra medida de polimorfismo es m (o también B6r), se conoce como diversidad
nucleotidica y es un indice del polimorfismo observado en las k secuencias que considera la
proporcion de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias respecto al total de sitios (dj)
y pondera esta proporcion en funcién de la frecuencia de las secuencias comparadas (piy p;)
(Hamilton 2009).

La expresién final de la D de Tajima es como sigue:
en’ - eS
var(0, — 6s)
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Los cambios en el tamaiio efectivo poblacional y la seleccidén natural alteran la probabilidad
de coalescencia esperado y por lo tanto la longitud de las ramas en una genealogia (Hey y
Machado 2003; Hamilton 2009). La D de Tajima relaciona los valores de 8s y 6 para evaluar
un modelo que asume alelos neutros y un tamafio poblacional constante contra un modelo
alterno que mide la acumulacién de las mutaciones en las k secuencias y si estas se
encuentran en baja o alta frecuencia (Fu y Li 1993; Hamilton 2009). EIl modelo neutro que
constituye la hipétesis nula se obtiene cuando la genealogia tiene las ramas internas y
externas aproximadamente de la misma longitud, con una D de Tajima igual a cero (Fig. 2),
lo cual implica que el nimero de mutaciones esperadas en las ramas internas y externas es
igual al que se observa, por lo que el tiempo de coalescencia en las ramas internas y
externas es el mismo y se infiere un tamafio poblacional constante a través del tiempo vy
alelos que son selectivamente neutrales.

Cuando se alteran la probabilidad de coalescencia hacia el presente o hacia el pasado, es
decir, cambian la longitud de las ramas internas en relacion con la longitud de las ramas
externas, la D de Tajima adquiere valores diferentes de cero, y esto implica que las
secuencias se desvian de un modelo selectivamente neutral o que han experimentado
cambios poblacionales (Fig. 2) (Hamilton 2009). El crecimiento poblacional o la seleccion
balanceadora ocasiona que las probabilidades de coalescencia de las ramas externas
incremente respecto a las de las internas y por lo tanto su tiempo de coalescencia de las
primeras es mas largo (aumenta su tiempo de coalescencia respecto a las internas) debido
a la acumulacién de mutaciones de baja frecuencia. Debido a esto, toma mas tiempo llegar
a las mutaciones compartidas, es decir, a las ramas internas (disminuye el varo de m, con
una D<0). Por otro lado, el decremento poblacional dado por un cuello de botella o un
evento de seleccidn direccional, disminuye la probabilidad de coalescencia de las ramas
internas, haciendo que se elonguen cada vez mas (aumenta su tiempo de coalescencia
respecto a las externas) y esto permite la acumulacién de mutaciones de alta ocurrencia.
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Figura 2. Los cambios demograficos o la seleccion pueden moldear las genealogias de forma distintiva.
Estos cambios pueden ser inferidos mediante la evaluacidén con sumarios estadisticos (ver texto). (Tomado
y modificado de Hamilton 2009).




El hecho de que se presenten en las ramas internas permitird que estén presentes en mayor
frecuencia dentro de las comparaciones de secuencias pareadas que existan (incrementa el
valor de m, con una D<0) (Hamilton 2009).

Las distribuciones mismatch son otro método para inferir cambios demograficos (Fig. 3)
(Rogers y Harpending 1992). Se definen como la distribucién de frecuencias del nUmero de
sitios nucleotidicos que difieren entre cada uno de los pares Unicos de secuencias en
muestras de una misma especie. En una perspectiva del presente hacia el pasado, cuando
hay mutaciéon neutral y se puede asumir un modelo de sitios infinitos, los dos linajes
anteriores al Ultimo evento de coalescencia en una poblacién también difieren por el mayor
numero de mutaciones ya que el nimero esperado de mutaciones también es proporcional
al tiempo que un linaje persiste (Fig. 3a). Estos dos linajes experimentaran el mayor grado
de mismatch (Fig. 3b, c). En contraste, los linajes cercanos al presente tienden a tener un
tiempo de coalescencia mds corto con una correspondiente acumulacién de pocas
mutaciones. Sin embargo, estos linajes recientes también heredan todas las mutaciones
qgue ocurrieron en los linajes progenitores.

MRCA

a 4 b MRCA - ATCGTGGGTC TATACCGAAT CGAAACCTGC

- ATCGTGGGTa TgacCCcAAT CGARACCTGC
- ATCGTGGGTa TgacCCGAAT CtARACCTGC
- ATCGTGGGTa TgacCCGAAT CtARACCTGC
- ATCcaGGGTC TATACCGAAa gGAAACCTGC
- ATCcaGGGTC TATACgGAAa CGAAACCTGC
- ATCcaGGGTC TATACgGAAa CGAAACCaGC
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Figura 3. a) Una genealogia carga multiples mutaciones en sus linajes. Los dos linajes mas antiguos se
distinguen como grupo Ay grupo B. b) Sus descendientes (1, 2 y 3 del grupo Ay 4, 5y 6 del grupo B)
heredan las mutaciones de sus respetivos linajes ancestrales desde el MRCA. c) Cuando se comparan los
pares posibles de secuencias se observa que aquellos pares formados por secuencias pertenecientes al
mismo linaje ancestral difieren en menor medida que en los pares donde pertenecen a un linaje distinto.
d) Si una poblacidn ha experimentado un Ne constante, al poner los valores de mismatch en una grafica
de distribucién de frecuencias se observaran dos valores modales uno de bajo mismatch y otro de alto
mismatch. (Tomado y modificado de Hamilton 2009).




Cuando los linajes presentes que se comparan son de ancestros lejanamente relacionados
ocurre un valor alto de mismatch, y cuando los linajes presentes comparados son de
ancestros recientemente relacionados, ocurre un valor bajo de mismatch.

Las distribuciones de poblaciones que han experimentado un Ne constante tienden a tener
dos grupos modales (uno del valor menor y otro del valor mayor de mismatch) en la
distribucién de frecuencias, esto es a causa de un valor equiparable de tiempos de
coalescencia tanto de las ramas internas como de las ramas externas de una genealogia
(Fig. 3d). En contraste, las poblaciones que han experimentado un incremento pronunciado
del Ne la mayoria de los eventos coalescentes tienen lugar en las ramas internas puesto que
las probabilidades de coalescencia decrecen hacia el presente, por lo que se acumularan
una gran cantidad de mutaciones Unicas en los linajes presentes dado que divergieron en
un tiempo mayor hacia el pasado que lo esperado bajo el modelo neutral de Ne constante.
Por lo anterior, la moda en la distribuciéon de los valores bajos de mismatch se pierde
guedando solo la de los valores altos. Por el contrario, cuando una poblacién ha
experimentado un continuo descenso del Ne las probabilidades de coalescencia son mas
altas hacia el presente, por lo que hay poca acumulaciéon de mutaciones privadas o Unicasy
una alta acumulacién de mutaciones compartidas (debido a que hay un exceso de
mutaciones en las ramas internas respecto a aquellas de las ramas externas), haciendo que
el valor modal alto de mismatch de la distribucidn se pierda y solo se conserve el valor modal
bajo. En cualquiera de los dos casos de fluctuacién poblacional, la distribucién bimodal es
reemplazada por una de cardcter unimodal.

Un método mas novedoso es el Bayesian Skyline Plot (BSP) que es una aproximacién
bayesiana basada en coalescencia de los eventos demograficos y esta basado en la
reconstruccién de una genealogia ultramétrica (con la misma distancia de la raiz a la punta
para cada rama) que mide el tamafo de los intervalos de los internodos en eventos
mutacionales (es decir, asume un reloj molecular estricto o relajado con un determinado
modelo de sustitucién nucleotidica). El orden de estos basado en la genealogia permite la
estimacion de la media armodnica del tamafio efectivo poblacional para cada intervalo entre
los eventos de coalescencia (Pybus et al. 2000; Emerson et al. 2001; Drummond et al. 2005).

Si se considera un conjunto de n secuencias muestreadas al azar, la genealogia de las
muestras contendra n-1 intervalos de internodos ordenados. Para cada uno de ellos se
puede determinar un tamafio temporal del intervalo y después escalar el tiempo en pasos
mutacionales, empleando una tasa yu de numero de sustituciones por sitio por generacion.
Luego, se puede hacer un estimado del Ne (M) en escala logaritmica para cada intervalo y
lo graficarlo contra el tiempo, por lo que un incremento de forma lineal representa un
incremento del Ne de forma exponencial.
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Figura 4. a) Dos genealogias que miden el tamario de los internodos en funcidn de los pasos mutacionales.
b) La grafica BSP indica un crecimiento exponencial del Ne en el pasado reciente para la genealogia A, que
se refleja con un mayor nimero de linajes hacia el presente con solo ligeros incrementos en el pasado
mas remoto. En el caso de la genealogia B el crecimiento exponencial del Ne con una proliferacion de
nodos vy linajes ocurrié en el pasado remoto y después de eso se ha mostrado constante (Tomado y
modificado de Emerson et al. 2001).

Antecedentes

De las 708 especies de salamandras reportadas dentro del Orden Caudata, la familia
Plethodontidae esta conformada por 466 especies, que representan el 65.8% del total
(AmphibiaWeb 2017). Esta familia es conocida por ser la familia mas grande y por ser la
Unica que se ha diversificado extensivamente en México y Centroamérica (Rovito et al.
2015). Dentro de la familia Plethodontidae, existe dos subfamilias: Plethodontinae con 97
especies y Hemidactyliinae 369 especies (AmphibiaWeb 2017). Esta dltima subfamilia
contiene a su vez a la tribu Bolitoglossini, el Unico taxén que incluye a los pletoddntidos
tropicales (Rovito y Parra-Olea 2016). Los Bolitoglossini incluyen 295 especies,
contribuyendo con dos terceras partes del total de especies de la familia (Rovito et al.
2015). Estan clasificados en 12 géneros de los cuales Bolitoglossa y Pseudoeurycea son los
mas diversos con 132 y 39 especies, respectivamente (Segovia-Ramirez 2015;
AmphibiaWeb 2017).

Al ser el taxdn mas diverso de Caudados, se ha tratado de resolver la historia biogeografica
de la tribu Bolitoglossini, y se encontré que ha sido altamente influenciada por los procesos
orogénicos y climaticos de centro y sur de América durante las Ultimas decenas de millones
de anos, cuando surgid el ancestro comun de esta tribu, cuyo origen es neartico (Rovito y
Parra-Olea 2016). Especificamente, las altas montafias de México han sido consideradas
como “hotspots” para la formacién de biotas completas (Bryson et al. 2011b), donde la Faja
Volcénica Transmexicana (FVTM) y las montafias del Sur de México que incluye a la Sierra
Madre del Sur (SMS) junto con la Sierra de Oaxaca (SO), han jugado un papel de mayor
importancia para las salamandras tropicales puesto que se han resuelto como escenarios
ancestrales que dieron origen a la mayor diversidad de géneros de pletoddéntidos en toda
Mesoamérica (Rovito et al. 2015; Rovito y Parra-Olea 2016). El segundo género mas diverso
de estos es Pseudoeurycea, que ha alcanzado la mayor diversidad de especies en las
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montafias de sur de México (SMS+S0O) con 26 especies, mientras que el segundo lugar de
diversidad de este género ocurre en la FVTM con 20 especies (Rovito et al. 2015).

Poco se sabe acerca del patron de dispersidon que siguidé el género Pseudoeurycea en la
FVTM vy solo una aproximacién filogeografica realizada con P. leprosa es la que mejor ha
ayudado a entender cdmo la formacion y evolucién de la FVTM afecto la dispersién del
género Pseudoeurycea (Parra-Olea et al. 2012; Rovito y Parra-Olea 2016). Esta salamandra
se distribuye entre los 2000-3200 msnm, y su rango de distribucion es uno de los mas
extensos reportados, que abarca desde la zona mas Noreste de la FVTM en los sistemas
volcanicos de Cofre de Perote-Pico de Orizaba, el volcan la Malinche, la Sierra Nevada
(sistema Popocatepetl-lztaccihuatl), la Sierra de las Cruces, hasta el volcdn Nevado de
Toluca, en la porcion central de la FVTM (Parra-Olea et al. 2012). Se reconoce que el
surgimiento y evolucidon de esta especie (hace 3-3.8Ma) concuerda con la ausencia de
vulcanismo en la porcion este de la FVTM (hace 5-3Ma). Asi mismo, la fragmentacién de su
linaje ancestral concuerda con la formacién del volcdn Cofre de Perote (hace aprox. 1.3 Ma)
y el avance de esta especie desde el noreste hacia su porcién central mas reciente en la
FVTM concuerdan con el tiempo del Ultimo Maximo Glaciar (UMG) del Pleistoceno hace
700 Ka (Parra-Olea et al. 2012; Rovito y Parra-Olea 2016).

A partir de este analisis se puso de manifiesto la importancia de la afinidad entre las
salamandras de alta montaia y las condiciones climaticas templadas-frias que imperan en
los bosques de Pinus-Quercus (Pino-Encino) y Pinus-Abies (Pino-Oyamel) de los sistemas
volcénicos de la FVTM,asi como su importancia para la diversificacidon de este género (Velo-
Antdn et al 2013). Mas enfaticamente, se esperaria que para la diversificacién del género
Pseudoeurycea, la especiacion de las salamandras microendémicas tuvieran relacion con el
descenso-ascenso de la cobertura vegetal de las altas montanas durante los ciclos glaciar-
interglaciares de esta época (Aguirre-Planter et al. 2000; Caballero et al. 2010; Ortiz-
Medrano et al. 2008; Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Por ejemplo, se encuentra que P.
robertsi (endémica del Nevado de Toluca) y P. altamontana (endémica del complejo
volcéanico del Chichinautzin) divergieron hace aprox. 900 Ka. Por su parte, P. melanomolga,
microendémica del Cofre de Perote, cuya especie hermana es P. gadovii, microendémica
del Pico de Orizaba, especiaron hace aprox. 800 Ka como lo indican las dataciones
moleculares (Rovito y Parra-Olea 2016). Todos estos procesos tuvieron lugar en la FVTM,
en un periodo donde el paisaje orografico no tuvo cambios mayores, es decir, que las
fluctuaciones climaticas por si solas pudieron haber guiado los procesos de especiacién
dentro de este género.

El patron general para explicar la diversificacidn de las biotas de alta montaiia durante los
ciclos glaciar-interglaciar del Pleistoceno es el de “sky islands” (Mastretta-Yanes et al. 2015)
y propone que cada montafia, estuviese en formacién o ya existente, serviria como refugio
para las poblaciones de una especie donde quedarian aisladas en los periodos
interglaciares, mientras que en los periodos glaciares se daria un descenso de la vegetacién
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alpina con la consiguiente extensidon de corredores donde podria ocurrir el flujo génico
(Caballero et al. 2010; Mastretta-Yanes et al. 2015). De esta forma se puede explicar el
surgimiento por medio de procesos de especiacidn por vicarianza y efectos fundadores en
cada uno de los sistemas volcanicos (Segovia-Sanchez 2015). Sin embargo, solo un estudio
ha abordado la cuestién de los modelos de especiacion mds probables para P. gadoviiy P.
melanomolga, y ninguno que evalle el patrdn filogeografico general de Pseudoeurycea.

Por otra parte, la diferenciacién genética interespecifica que permite conocer la
estructuracion existe en el género Pseudoeurycea solo se ha abordado con un tamafio de
muestras pequeno y por medio de isoenzimas, el cual se considera hoy en dia como
marcador molecular de baja resolucion (Lynch et al 1983; Castellanos-Morales et al. 2015).
Asi mismo, la diferenciacion genética entre poblaciones que permite conocer el grado de
divergencia entre los linajes genealdgicos de una especie, solo ha sido evaluada para P.
leprosa, es decir, que solo se conoce la diferenciacion poblacional que se ha presentado en
una especie de amplia distribucion y aquella diferenciacidn de las especies microendémicas
de la FVTM es desconocida (Segovia-Sanchez 2015).

Lo anterior supone existe una brecha muy grande de informacion acerca de los procesos
inter e intrapoblacionales que ocurrieron y que ocurren en el género Pseudoeurycea.
Aunque evaluar la diferenciacion genética de una especie de amplia distribucién puede ser
un indicador general para inferir la diversificacion del género en la FVTM, no se puede saber
nada acerca de los procesos de diferenciacidon ulteriores que ocurren en las especies
microendémicas. Esto es importante ya que al tratarse de especies microendémicas
podemos esperar poblaciones pequeiias, con poca diversidad genética, y posiblemente no
continuas o fragmentadas (Aguilar-Miguel 2005; Sunny et al. 2015). Asi mismo, las especies
con distribucion restringida suelen presentan bajos niveles de estructuracién genética y
tamafios efectivos poblacionales pequefios (Sunny et al. 2014). Ademas, todas las
salamandras microendémicas de la FVTM se encuentran en una categoria de riesgo de la
IUCN, ya sea como vulnerables, en peligro o criticamente amenazadas (Wake et al. 2016).

Esto las convierte por un lado, como un modelo bioldgico interesante para describir el grado
de estructuracion que pude alcanzar una especie de salamandra de distribucidn restringida
y cuyo origen se calcula reciente. Inclusive, conocer la rapidez con la que los linajes
genealdgicos puede diferenciarse hasta alcanzar un estado de monofilia reciproca, con lo
gue se infiere un aislamiento geografico a largo plazo para dar lugar al surgimiento de
poblaciones independientes o incluso, subespecies (Avise 2000; Moritz 2002). También se
puede comparar esta informacién con la documentada para una especie de distribucién
amplia dentro de la FVTM, como P. leprosa (la Unica documentada hasta la fecha), y saber
si existe o no una tendencia general en los factores de diferenciacién entre las salamandras
de este género. Por otro lado, es necesaria una evaluacién que genere informacién sobre
los niveles de diversidad genética alcanzados por dichas especies y contextualizar dicha
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informacidén con las condiciones de conservacidon preponderantes en la zona donde habita
(Taylor y Dizon 1999; Mastretta-Yanes et al. 2014).

Hipotesis
Debido a que P. robertsi es una especie de origen reciente y de distribucidn restringida se
espera que sus poblaciones presenten baja diversidad haplotipica y baja divergencia

genealdgica entre linajes ademas de fluctuaciones en su tamafio efectivo poblacional a
través del tiempo.

Objetivos

Describir la diferenciacion genética y reconstruir la historia demografica de las poblaciones
de P. robertsi utilizando el gen cyt b.

1. Objetivos Particulares

e Obtener la diversidad genética y reconocer si existen grupos genéticos para los
individuos de esta especie.

e Reconstruir las relaciones genealdgicas de las variantes genéticas presentes en las
poblaciones.

e Reconstruir la demografia histdrica que se han presentado en dichas poblaciones a
lo largo del tiempo.

e Con base en la informacion obtenida, hacer un reconocimiento de las medidas de
conservacion que deben ser tomadas dentro del APFFNT.
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Materiales y métodos

1. Zona de Estudio

El APFFNT (Fig. 5) se localiza en los municipios de Almoloya de Judrez, Amanalco, Calimaya,
Coatepec, Harinas, Temascaltepec, Tenango del Valle, Toluca, Villa Guerrero, Villa Victoria
y Zinacantepec en el Estado de México, cubriendo un drea de cincuenta y tres mil quinientas

noventa hectareas (53,590 ha; DOF, 2013) y comprendida entre los 3000 y los 4680 msnm
(Bille, 2009).

El Nevado de Toluca fue declarado Parque Nacional en 1936 (DOF 1936) pero actualmente

se ha derogado esta categoria y se ha establecido una de rango inferior, a saber, Area de
Proteccién de Flora y Fauna (DOF 2013).
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Figura 5. El APFFNT con los 11 sitios de muestreo sefalados con puntos rojos y el crater del

volcan sombreado en gris. También se observan las carreteras 10 y 134 que atraviesan el APFFNT
y el drea de bosque mixto dentro de la misma.
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2. Muestreo en Campo

Se muestrearon 11 sitios dentro del APFFNT para cubrir todo el rango latitudinal de norte
a sur (Fig. 5; Tabla 1), registrando el uso de suelo (que mostraron distintos grados de
perturbacion) asi como el numero de individuos observados y muestreando maximo 9
individuos por sitio o los que se pudieran encontrar con el fin de homogenizar nuestro
tamafio de muestra en cada sitio. Se realizé el mismo esfuerzo de muestreo con 3 personas
por 2 hrs. efectivas/sitio. EIl muestreo se realizdé durante las temporadas de lluvias que
comprende de mayo a noviembre de 2016 con el permiso de colecta nimero 09/K6-
1275/05/16.

Tabla 1. Sitios de muestro y las
abreviaturas usadas en los analisis.

Sitio/Localidad Abreviaturas

Agua bendita AG; G
Amanalco A AMA; A

Amanalco B AMAB; B

Amanalco C AMAC; a
Carretera CAR; C
Mesén Viejo MV; M
Raices RAZ; Z
Rancho Viejo RAN; R
Santa Cruz STC; S
Palo Seco PAL;P
Las Lagrimas LAG; L

Se colectaron muestras de tejido por ectomizacién de 2mm? de tejido de la cola y se
preservaron en etanol al 90% en tubos eppendorf®. Posteriormente se almacenaron en
congelacion a -20°C hasta ser procesadas. Esta metodologia ha demostrado ser de bajo
impacto porque no afecta la superviviencia y crecimiento de las salamandras (Arntzen et
al. 1999; Polich et al. 2013).

3. Extraccion de DNA

El DNA se extrajo mediante el kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (QUIAGEN®). La
integridad del DNA se observd mediante electroforesis con geles de agarosa al 1.5% y se
corrieron a 120V y 500mA, usando RedGel como agente intercalante para permitir la
visualizacion del DNA al exponerse a luz UV. Se utilizé un marcador molecular de DNA con
fragmentos de tamafio conocido (100-1000 pb) para corroborar la integridad y el tamafio
del DNA.
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4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la secuenciacion de DNA mitocondrial se utilizaron los siguientes oligonucledtidos
empleados anteriormente por Parra-Olea 2002 para pletoddntidos y desarrollados por
Moritz et al. 1992:

INICIADOR SECUENCIA
MVZ 15 GAACTAATGGCCCACACQQTACGNAA
MVZ 16 AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT

Los oligonucleétidos se estandarizaron utilizando un volumen de reaccién de 15 (ver ANEXO
3). Una vez hecho esto, se procedié a amplificar todas las muestras bajo las siguientes
condiciones:

| owc | e 35 ciclos ¢ | 72

| amin | 1mn T s0°C 2min | 3min w4
1 min oo

Desnaturalizacion Alineacion Extension

5. Electroforesis del producto de PCR

El producto de PCR se somete a una electroforesis para corroborar que el tamafio del
fragmento obtenido coincidiera con el tamafio de producto esperado segun la literatura
(700-800 bp). Para ello, se cargaron 3uL de producto de PCR con 5uL de Buffer de carga y
un marcador de DNA de 100-1000 pb para correr en gel de agarosa al 1.5% (ver ANEXO 2) a
120Volts, 500MA, 12 W por 30 minutos. Se tifio con bromuro de etidio al 5% durante 10min.
con agitacion a 50 rpm. Finalmente, se colocé el gel en agua bidestilada durante 2 a 3
minutos y se tomo la lectura de las bandas en el gel bajo una lampara de luz ultravioleta
(480nm).

6. Secuenciacidon de las muestras

Las secuencias se enviaron al laboratorio de servicios gendmicos, LANGEBIO (CINVESTAYV,
unidad Irapuato) para ser secuenciadas.

7. Busqueda BLAST

Para confirmar la identidad del fragmento amplificado y secuenciado se realizé una
busqueda de secuencias mediante la herramienta Nucleotide BLAST del NCBI y empleando
la optimizacién megablast para buscar en toda la base de datos y cotejar secuencias
altamente similares. Esto ayuda a evitar que un fragmento de tamafo similar, pero de
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procedencia diferente al de nuestro geny especie de interés se considere dentro del analisis
y produzcan una interpretacién errénea de los datos.

8. Edicidén y alineamiento de secuencias

Las secuencias se visualizaron por medio del software FINCHTV 1.4.0 (Geospiza 2004-2006)

y los extremos donde la lectura del electroferograma tenia baja resoluciéon fueron
recortados y aquellos de mala calidad fueron desechados. Posteriormente, las secuencias
se alinearon con el software MEGA 6 (Tamura et al. 2013) mediante el algoritmo MUSCLE
usando los pardmetros por default. Los extremos se recortaron después del alineamiento
para tener una misma longitud en todas las secuencias. Esto resulto en una longitud final
de 783 pb.

9. Analisis de diversidad genética

Con el programa DNASP 5.10.01 (Librado y Rozas 2009) se calculé la diversidad haplotipica
(Hd), el numero de haplotipos (h), la diversidad nucleotidica (i), el nimero de sitios
segregantes (S) y los singletons (U, mutaciones que se encuentran en una sola secuencia de
la muestra).

10. Relaciones genealdgicas

Se determind el modelo de mutacidon que mejor se ajusta a nuestras secuencias, se utilizé
el programa JMODELTEST 2.1.10 (Posada y Crandall 2001b; Darriba et al. 2011) con base en
la correccion de Akaike (AIC).

Se realizd un analisis de inferencia Bayesiana para reconstruir la genealogia del gen cyt b
empleando el programa MRBAYES 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003). Como grupo
externo se utilizd P. logicauda. Se realizaron 2 corridas independientes, cada una con 1x10°
generaciones, muestreando un arbol cada 200 iteraciones. Se usaron cuatro cadenas
calientes con el esquema de calentamiento por default. Como burnin se eliminaron el 20%
de los primeros arboles. Con el modelo de mutacidn obtenido se utilizaron cuatro categorias
gamma. Finalmente se obtuvo un arbol consenso de mayoria del 50%. El arbol resultante
se edito con FIGTREE 1.3.1 (Rambaut 2006-2014).

Se construyeron dos redes de haplotipos, la primera se realizé con el programa NETWORK
3.5.1.2 (disponible en http://www.fluxus-engineering.com/) que utiliza un algoritmo de
Median-Joining (MJ). La segunda red se construyo utilizando el programa SPLITSTREE 4.14.5
(Huson y Bryant 2006), el cual utiliza un algoritmo de Neighbor-Net (NN) que permite utilizar
las frecuencias empiricas de las bases nucleotidicas, las tasas de transicion/transversion
ademas del factor Gamma y la proporcion de sitios invariables proporcionados por el
modelo mutacional seleccionado.
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11. Estructura genética

Para estimar la estructura poblacional en el espacio se emplearon dos aproximaciones, una
mediante STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2014) y otra mediante BAPS 5.3 (Corander et
al. 2009). STRUCTURE permite definir el nimero de K grupos genéticos que existen en
nuestro set de datos asignando a los individuos a cada grupo segun su genotipo y también
proporcionando la probabilidad de pertenencia de cada individuo a uno o varios grupos
genéticos (admixia) (Brandt et al. 2014; Rius y Darling 2014), mientras que en BAPS, un
modelo de no admixia asigna a cada individuo a una sola poblacidn sin tomar en cuenta la
probabilidad de pertenecer a otras. Las condiciones especificadas para BAPS fueron una
K=10 vy 20 repeticiones usando el algoritmo de “clustering for linked loci”, mientras que las
condiciones de STRUCTURE fueron un modelo de frecuencias alélicas correlacionadas
implementando el modelo de admixia. Para STRUCTURE se usé una corrida de MCMC con
una longitud de 10° y un burn-in de 5x10%, con 10 repeticiones para cada K para encontrar
el agrupamiento mas adecuado, con un intervalo de valores para K de 2 a 20 grupos.
Posteriormente se emple6 STRUCTURE HARVESTER (Earl y vonHoldt 2012) para evaluar el
numero mas probable de clusters genéticos en los datos por medio de dos métodos ad hoc:
el valor de AK de la prueba de Evanno (Evanno et al. 2005) y mediante el valor maximo de
probabilidad posterior In(K) (Pritchard et al. 2000).

Ademas, utilizando los porcentajes de representatividad de los K grupos genéticos
resultantes en cada uno de los sitios, se realizé un diagrama de pastel donde se muestra la
porcidn que aporta cada cluster en la composicidon genética para cada sitio de muestreo y
luego estos se sobreponen sobre el mapa de muestreo de cada sitio para observar el patrén
de la divergencia genética entre sitios.

12. Estadisticos de resumen

Con el software DNASP se determinaron los estadisticos D de Tajima (Tajima 1989) y Fs de
Fu (Fu 1997) para detectar eventos de cambios demograficos histdricos. El indice
Raggedness de Harpending se usé para evaluar el ajuste a las distribuciones mismatch
observadas a las distribuciones esperadas bajo un modelo de expansién poblacional
(Sanchez-Sanchez el al. 2012). Un valor significativo de este valor indica que podemos
rechazar un modelo de expansion poblacional. Todos estos valores fueron calculados y
evaluados estadisticamente mediante las simulaciones coalescentes del software con 2x10*
réplicas para un nivel de significancia del 95% y 99%.

13. Distribuciones mismatch

Mediante el software DNASP se realizaron distribuciones de frecuencias de comparaciones
pareadas de secuencias (mismatch) para cada uno de los grupos de secuencias de los grupos
genealdgicos encontrados comparandolas con un modelo de tamano poblacional constante
y un modelo de expansion demografica. Mediante el indice raggedness de Harpending
implementado en el mismo software se evalud el ajuste de la distribucion observada con
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aquella esperada bajo el modelo de expansién. Se realizd la simulacion coalescente del
software con 2x10* réplicas para un nivel de significancia (Cl) del 95% y 99%.

14. Bayesian Skyline Plots (BSP’s)

Un método bayesiano para examinar la evidencia de cambios histdricos demograficos en
cada linaje mitocondrial encontrado y para todas las secuencias obtenidas fue
implementado con la paqueteria de BEAST 1.8.4 (Drummond et al. 2007). Con el software
BEAUTI (Drummond y Rambaut 2007) se especificd un reloj Lognormal relajado no
correlacionado junto con el modelo de mutacion determinado anteriormente (TN93+G+l) y
un modelo coalescente de skyline bayesiano como Treeprior. Como prior para la tasa media
de las ramas se especificd una distribucion normal con una media de 0.0075 (Numero de
substituciones por sitio/100 millones de afios) y una desviacion estandar de 0.0025 (Mueller
2006; Parra-Olea et al. 2012). Se usé una busqueda por medio de cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC) con una longitud de cadena de 7x107 generaciones muestreando un arbol
cada 1000 generaciones y removiendo el 10% de muestras como burn-in. Para cada analisis
se realizaron y se combinaron dos corridas independientes, verificando el estado
estacionario de la probabilidad posterior con el software TRACER v1.5 (Drummond y
Rambaut 2007). Se combinaron los archivos .log de las corridas con el software
LOGCOMBINER v1.8.4 (Drummond y Rambaut 2007) y se visualizé la grafica mediante la
opcién de reconstruccion bayesiana de skyline del software TRACER.

15. Aislamiento por distancia

Para examinar el aislamiento por distancia se realizé la prueba de Mantel (Mantel 1967) en
el software GENEALEX 6.5 (Peakal y Smouse 2012) entre las distancias genéticas (Dxy:
numero promedio de substituciones nucleotidicas por sitio entre poblaciones; y numero
promedio de diferencias nucleotidicas entre poblaciones) contra la distancia recta
Euclidiana (ED).

Resultados
1. Muestreo en campo

Encontramos que en los sitios ubicados mas al norte del APFFNT como las localidades de
Amanalco y Agua bendita predominaba una cobertura de bosque de Abies y hay evidencia
de perturbacion solo en AG. Por su parte, los sitios mas al sur como LAG, PAL y STC
presentan una cobertura de bosque mixto de Pinus-Abies con indicios de perturbacién por
actividades de tala (Tabla 2). Sin embargo, la porcidén latitudinalmente mads céntrica del
APFFNT presento la mayor perturbacién de todas, al encontrar tanto actividades de tala,
como agricultura, asentamientos humanos y el paso de dos carreteras que atraviesan toda
el APFFNT, con presencia de manchones boscosos de bosque de Oyamel y Pinus.
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Tabla 2. Sitios muestreados con el uso de suelo predominante encontrado, el nimero
de individuos encontrados y mostrados asi como el gradiente altitudinal para cada uno.

Sitio Uso de Suelo (predominante) #encontrados #muestreados msnm
AMA Bosque oyamel. 46 9 2970-3000
RAN Tala/campo de golf. 26 9 2880-2900
AMAB Bosque oyamel. 22 9 2890-2950
MV Bosque oyamel/carretera. 20 9 2960-2990
LAG Bosque mixto fragmentado. 19 9 2982
PAL Bosque mixto fragmentado/tala. 15 9 3230-3240
AMAC Bosque oyamel. 11 9 2930
STC Bosque mixto fragmentado. 9 9 3200-3220
CAR Tala/agricultura/asentamientos. 9 9 3300-3325
AG Tala. 7 7 2800-2890
RAZ Bosque mixto fragmentado. 4 4 3235-3287

2. Depuracién de las muestras

La muestra final incluyd un total de 71 secuencias (Tabla 2), se descartaron 21 por lecturas
de mala calidad en el electroferograma o debido a que la busqueda BLAST arrojé una baja
similitud con nuestra especie de interés. Después del alineamiento de las secuencias, la
longitud total final del alineamiento fue de 783 pb.

3. Relaciones Genealdgicas

El modelo mutacional que mejor se ajusté a nuestros datos fue TN93+G+l (con pin=0.73;
gamma shape=0.7280) y las frecuencias nucleotidicas estimadas fueron de A=29.88%,
C=20.43%, G=0.1468% y T=35.01%, este modelo usado en los analisis subsecuentes. La
genealogia del gen cyt b (Fig. 6) arrojo un arbol consenso con una topologia que permite
identificar dos linajes principales: el linaje Sur (linaje S, sombreado en verde en la Fig. 6) que
comprende a las localidades de la ladera Sur del volcan e incluye los sitios PAL, LAG, STCy
dos individuos de CAR, mientras que el linaje Norte-Oeste (linaje NO) comprende a todas
los sitios de la ladera Norte y el resto de individuos de CAR. Dentro de este ultimo se
identifican a su vez dos subgrupos genealdgicos, el primero es el subgrupo Inter-Carretera

-21-



(Sub IC, sombreado en azul en la Fig. 6) que es mas basal y contiene a todos los individuos
de los sitios MV y RAN, asi como a dos individuos del sitio RAZ, tres del sitio CAR (todos
dentro de la zona entre la carretera 134 y 10) y uno de la AMAC; mientras el segundo es el
subgrupo Norte (sub N, sombreado en rojo en la Fig. 6) que contiene el resto de individuos
de los sitios AMAC, RAZ, CAR y a todos los de los sitios AMA, AMAB y AG, que encuentran
en la parte mas noreste. De los dos linajes, el que presenta el valor de soporte de
probabilidad posterior mds bajo es el linaje S, con valor de 0.9955, mientras el linaje NO
presenta un valor de 0.57. Se puede observar también que los individuos del sitio CAR se
encuentran en ambos linajes y en ambos subgrupos de la genealogia. Los sitios RAZ y AMAC
también se encontraron presentes en ambos subgrupos del linaje NO. Estas fueron los
Unicos cuyos individuos se hallan en mas de un linaje. La red de haplotipos MJ muestra los
54 haplotipos de los 11 sitios (Fig. 7). Esta red muestra los haplotipos que se comparten
entre los sitios, la distancia en pasos mutacionales para cada haplotipo y el tamafio del
circulo de cada haplotipo es proporcional al nimero de individuos que lo posee. Se observa
que hay una correspondencia entre las redes de haplotipos y los linajes de la genealogia ya
que los haplotipos correspondientes a aquellas secuencias mas estrechamente relacionadas
en la genealogia se separan por menos pasos mutacionales dentro de la red, lo que permite
identificar haplogrupos que corresponden a los linajes de la genealogia, donde aquellos
haplotipos que pertenecen a distintos linajes se separan por un nimero mayor de pasos
mutacionales. La mayor diversidad de haplotipos esta contenida dentro del sub N con un
44.5% de todos los haplotipos muestreados, la menor diversidad podemos encontrarla en
el sub IC con 20.37% y el linaje S contiene una tercera parte de la diversidad con 35.1%. La
topologia de la red MJ muestra pocos haplotipos compartidos y un gran numero de
haplotipos Unicos (Fig. 7). Los sitios STC, MV y RAZ comparten haplotipos respectivamente
con el sitio CAR, lo que sugiere una mezcla de haplotipos reciente entre estos sitios,
colocando al haplotipo 3 que es compartido por MV (con n=4) y CAR (con n=2) como
haplotipo intermedio, lo que a su vez indica una reciente separacion genealdgica. Otros
sitios como LAG y PAL también comparten un haplotipo. Estos son los Unicos haplotipos
compartidos dentro de esta red.

La red de haplotipos NN (Fig. 8) muestra 2 linajes separados con uno en cada extremo y un
tercero que es intermedio. El agrupamiento de esta red es a nivel de individuo, de tal forma
gue se puede reconocer que la agrupacién de los individuos en los linajes de esta red es
consistente con la agrupacion que se da por los linajes en la genealogia y también concuerda
con el agrupamiento de la red MJ.

4. Estructura genética

El analisis de agrupamiento bayesiano de mtDNA para los 11 sitios determinado por BAPS
(Fig. 9a) arrojo una K=3 de grupos genéticos con Log (Marginal Likelihood)= -3639.5117.
Este software consideré el modelo de no admixia, por lo que se asume que el origen de
cada individuo puede ser a partir de solo una poblacion. Un cluster (azul) incluye a los sitios
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PAL, STC, LAG y 2 individuos de CAR; el segundo cluster (verde) incluye a los sitios RAN, MV,
AG, RAZ, 5 individuos de AMA, 8 de AMAC y 4 de AMAB; el tercer cluster (rojo) comprende
Unicamente a los sitios AMA, AMAC (1 individuo de cada una) y AMAB (2 individuos). El
software STRUCTURE también determind la existencia de K=3 (Fig. 9b) grupos genéticos o
clusters con Ln(K)=-2788.240 y Delta K=551.2777, mediante la prueba de Evanno (Fig. 9c).

La particion de las poblaciones en K=3 componentes segin el modelo de admixia de
STRUCTURE nos permite distinguir cuales clusters estan mayor representados en las
secuencias de un sitio determinado (Fig. 9d). Esto facilita la interpretacién de los patrones
de distribucién de la variacidon genética sobre su contexto geografico y permite sugerir
donde se origind geograficamente cada cluster. Los diagramas de particién de BAPS y
STRUCTURE no deben ser comparados por los colores de sus barras sino por los sitios que
agrupan cada uno. Sin embargo, en los grupos genéticos dados por STRUCTURE se
emplearon los mismos colores que en los grupos genealdgicos de las genealogias para
resaltar la similitud del agrupamiento de ambos métodos, asi como también el
agrupamiento que se da por las redes MJ y NN.

De las 71 secuencias de mtDNA incluidas en el analisis, se asignd un 43.66% a un grupo
genético que incluye a los sitios de AG, MV, RAN, RAZ y también a 4 individuos de AMA, 4
de AMAB, 7 de AMAC Yy 6 de CAR (cluster 1; azul, fig. 9b, d) que se llamé “Rancho-Agua”. El
segundo cluster, que incluye un 8.45% fue el mds privado de todos, llamado cluster
“Amanalco”, con 2 individuos tanto de AMA, AMAB y de AMAC (cluster 2; rojo, fig. 9b, d),
Finalmente, un 33.8% fueron asignados a un tercer cluster, provenientes de los sitios LAG,
PAL, STC, 2 individuos de CARy 1 de AMARB (cluster 3; verde, fig. 9b, d). Debido al gradiente
longitudinal de sus sitios lo llamamos cluster “Carretera-Lagrimas”. STRUCTURE asigna un
grado de admixia entre los K grupos para cada individuo (representado por una barra
vertical, fig. 9b) donde se puede observar la probabilidad de relaciéon con un cluster genético
para cada secuencia como una barra de uno o mas colores y un eje vertical que vade 0 a 1.
De esta forma, aunque los haplotipos sean distintos, se puede inferir cuales poblaciones
tienen mayor relacién genealégica (o menor separacidon histérica entre sus variantes
genéticas) al mostrar el nivel en que se encuentran representados los clusters en la
composicion genética de los haplotipos (Brandt et al. 2014; Rius et al. 2014).

5. Diversidad Genética

Las secuencias mostraron un total de 72 sitios variables, con 54 sitios parsimoniosamente
informativos y 18 singletons. Se encontraron valores de diversidad haplotipica alta para
todos los sitios (Tabla 3) y para todos los linajes y subgrupos identificados (0.989-0.97). Sin
embargo, la diversidad nucleotidica presentd los valores mas altos para los sitios de
Amanalco (0.0236-0.0217), los valores intermedios los presentaron los sitios al centro y sur
de la APFFNT como CAR, RAZ, PAL, LAG, mientras que algunos sitios centrales como RAN y
MV, presentan los mas bajos junto con dos sitios del norte y sur (AG y STC). Para los sitios
segregantes (S), de nuevo los sitios AMA, AMAC y AMAB presentaron la mayor cantidad
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(5=52-35) y el sitio AG presento un valor bajo (S=8). En cuanto a los grupos genealdgicos
identificados, los linajes NO y S contienen valores similares de diversidad nucleotidica
(0.0132-0.012), y la menor diversidad nucleotidica la posee el sub IC con 0.008, mientras el

sub N tiene un valor de 0.0154.

Tabla 3. Diversidad genética de las secuencias de mtDNA
de 11 sitios de muestra de P. robertsi y los grupos
genealdgicos identificados. Se muestra la localidad, el
numero de individuos (N), los sitios segregantes (S), la
diversidad nucleotidica (mt), la diversidad haplotipica (Hd) y

el nimero de haplotipos (h) para cada sitio.

Diversidad Genética

LOCALIDAD N S Tt Hd h
AG 3 8 0.0076 1 2
AMA 6 41 0.0236 1 6
AMAB 6 35 0.0217 1 5
AMAC 9 52 0.0218 1 8
RAN 6 17 0.0087 0.933 4
MV 7 17 0.0095 1 4
CAR 8 34 0.0172 0.954 7
RAZ 4 15 0.0113 1 3
PAL 9 30 0.0118 0.972 8
LAG 6 19 0.0122 1 5
STC 7 19 0.0087 1 6
GRUPO

Linaje NO 47 61 0.0132 0.980 35
Sub N 28 58 0.0154 0.997 24
Sub IC 19 29 0.008 0.97 11
Linaje S 24 a7 0.012 0.989 19
Total 71 72 0.0154 0.989 54

6. Demografia histérica

Los estadisticos de resumen de la D de Tajima y la Fs de Fu se muestran en la tabla 4. Los
valores de D de Tajima, aunque resultaron negativos y elevados, ninguno de ellos fue
significativo para algun linaje o sus subgrupos. En contraste, todos los valores de la Fs de
Fu resultaron significativos para todos los grupos genealégicos. Las distribuciones
mismatch realizadas se muestran en la fig. 10 para todos los grupos genealdgicos. Aunque
la distribucion de frecuencias de diferencias entre pares de secuencias observada se
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asemeja mas a la distribucién esperada bajo un modelo de expansidn poblacional, el indice
de raggedness de Harpending resulto significativo para todas ellas, lo que indica que el
modelo de expansidn poblacional se rechaza (Sdnchez-Sanchez et al. 2012). Los BSP indican
escenarios similares para todos los grupos genealégicos ya que ninguno de ellos muestra
un incremento poblacional repentino (denotado por un cambio de pendiente abrupto en
la linea de la grafica), tan solo una tendencia lineal con una ligera pendiente positiva hacia
el presente, lo que denota un incremento constante hacia el presente aunque muy tenue
(Fig. 10 a-d).

Los valores de sumarios estadisticos generales para el total de las secuencias se muestran
en latabla 4. Se observa de nuevo el mismo patrén que para los linajes y subgrupos. Aunque
la D de Tajima resulta negativa, no es significativa; el indice raggedness de Harpending
también resulté significativo, rechazando el modelo de expansiéon poblacional como
también lo muestra su BSP. En contraste, la Fs de Fu si resultd significativa como
anteriormente ocurre para los otros subgrupos.

7. Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel realizada indicé que ambas correlaciones entre la distancia geografica
y la distancia genetica son significativos (P<0.05), sin embargo la R? de la recta del mejor
ajuste explican apenas poco mas del 10% de los datos, por lo que una tendencia lineal no
es suficiente para explicar la relacidn entre la distancia genética y la distancia geografica
(Fig. 11).

-25-



01

Figura 6. Genealogia del gen cyt b para P. robertsi reconstruida con MrBayes para 71 individuos. En cada rama se muestran los valores de soporte de
probabilidad posterior para las ramas genealdgicas principales. Se definen dos linajes, el linaje Sur (linaje S) de los sitios de las laderas al Sur del crater del
volcan (verde), y el linaje Norte (linaje NO), que se divide en dos subgrupos genealdgicos, el primero se denomina Inter-Carretera (Sub IC) de los sitios en las
laderas al Noreste del crater del volcan (azul) y el subgrupo Norte (Sub N) de los sitios mas alejadas al Norte de las colinas del crater del volcan (rosa).
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Figura 8. Se muestra la red minima Neighbor-Net de 54 haplotipos construida con los pardmetros estimados por el modelo mutacional determinado con
jModelTest. Los haplotipos muestran una distribucion similar a la observada en la red de haplotipos por median-joining. Los haplogrupos o linajes principales
qgue se pueden identificar en la genealogia y la red MJ también se pueden reconocer en esta red como las ramas que se aglomeran en racimos y que
representan a los individuos. El nombre de cada individuo estd compuesta por el sitio y nimero de individuo de ese sitio (las abreviaturas en letras van de
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acuerdo a la tabla 1).




AMA

Mv

AMAC

CAR

PAL

LAG

AMAB

STC

AG —|

(o) }

600

500

400+

300

Delta K

2001

100+

AMA

RAN

Mv

AMAC

PAL

AMAB

STC

AG

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

e
(=]
o

(1} 1]

090

080

L'(K)

1000+

500+

—5001

oo’

Figura 9 (Continua en la pdgina siguiente).
Andlisis de agrupamiento bayesiano para
los individuos de los 11 sitios en los que se
observan los clusters o grupos genéticos
representados por colores. BAPS a)
particionod en K=3 clusters a todos los sitios.
Cada barra es un individuo y en este
analisis son de un solo color, indicando la
pertenencia de cada individuo a un solo
grupo o cluster genético asumiendo
modelo de no admixia. STRUCTURE b)
presento una particion en K=3 clusters
donde cada barra es un individuo vy
aquellas que tienen uno o mas colores,
representan el grado de admixia de los
individuos de cada sitio, es decir, la
probabilidad de cada individuo de
pertenecer a un grupo genético u otro. Los
grupos genéticos entre los diagramas no
son comparables por el color sino por las
poblaciones que agrupan. c) Graficas
obtenidas de las 20 corridas
independientes de STRUCTURE para
determinar el valor de K que mejor se
ajusta a nuestros datos, c1) mediante la
prueba de delta K (Evanno et al. 2005) y c2)
la prueba LnP(K).

c2

Rate of change of the likelihood distribution (mean)
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Figura 9 (Continuacion). d) Se representan diagramas de pastel con el porcentaje de composicién genética acumulado por todos los individuos de cada sitio
que aporta cada cluster de acuerdo con STRUCTURE (grafica de pastel), esto pone de manifiesto la fraccidn con la que cada cluster estd representado en la
composicidn genética colectiva de los haplotipos para cada sitio, lo que indica el grado de divergencia genealdgica entre los clusters. Se localizan los diagramas

de pastel sobre el mapa de la APFFNT (C134: carretera 134; C10: carretera 10).
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Tabla 4. Valores de los estadisticos D de Tajima y Fs de Fu para cada uno de los grupos
genealdgicos y los estadisticos generales para todas las secuencias muestreadas. Cada
valor fue probado para un nivel de significancia del 95% (*) y 99% (**). También se
muestra la P observada para cada linaje. Los valores resaltados en negrita son aquellos
gue resultaron significativos.

Sumarios estadisticos por grupo
Grupo D de Tajima Cl 95% Cl 99% P obs.
Linaje NO -1.678 -1.69 1.814 -2.013 2.408 0.254
Sub N -1.621 1704 | 17624 | -2.0919 | 2.2803 0.33
SubIC -1.6713 | 17717 | 17773 | -2.1029 | 2.2686 | 0.0342
Linaje S -1.6312 -1.7025 1.7579 -2.088 2.2725 0.0316
Grupo Fs de Fu Cl 95% Cl 99% P obs.
Linaje NO -21.8** -7.083 7.134 -10.402 11.617 0
Sub N -18.32** -5.8306 | 5.9794 -8.5802 9.502 0
Sub IC -6.5883** -4.39 5.265 -5.895 8.0394 | 0.002525
Linaje S -9.9299** -5.4731 5.9094 -7.6532 9.1355 0.0009
Grupo raggedness Cl 95% Cl 99% P obs.
Linaje NO 0.0037** 0.0091 0.1068 0.006 0.169 0
Sub N 0.00667** | 0.0104 0.122 0.059 0.2036 0.003
Sub IC 0.0083* 0.019 0.2809 0.0129 0.4334 | 0.00835
Linaje S 0.012* 0.0126 0.153 0.009 0.234 0.0205
Sumarios estadisticos generales (Todas los sitios)
Cl 95% Cl 99% P obs.
D de Tajima -1.4593 -1.6272 1.8517 -1.99 2471 0.0456
Fs de Fu -40.272%* -8.5635 | 8.5474 -12.48 14.149 0
raggedness 0.0017** 0.00717 | 0.0767 0.007 0.079 0
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Figura 10. BSPs y distribuciones mismatch para
cada uno de los linajes principales: el linaje NO
a), el sub N b), el sub IC c), el linaje S d) y un
general que incluye las muestras de todas los
sitios e). Los BSP del sub IC muestran una ligera
tendencia de incremento poblacional reciente
constante, mientras que el BSP del sub N
muestra un cambio de pendiente en la linea
recta de su grafica aunque muy suave. Sin
embargo el BSP general indica que los sitios
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incremento reciente ya que su grafica es casi
totalmente horizontal. En las distribuciones
mismatch se muestra la distribucidn observada
como una linea continua y la esperada como
una punteada. Aunque las graficas parecen
ajustarse mejor a un modelo de expansién
poblacional que a un modelo estacionario, el
indice de raggedness (r) de Harpending (1992)
es significativo para cada una de las
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modelo de expansion demografica.
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Figura 11. Prueba de Mantel para la correlacion lineal entre la distancia geografica recta Euclidiana (eje
Y: Distancia geografica) y la distancia genética (eje X: a) Dx, nUmero promedio de substituciones
nucleotidicas por sitio entre poblaciones o b) nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre
poblaciones). Cada gréfica muestra la ecuacién de la linea del mejor ajuste, el valor de R? que
representa el porcentaje de los datos que se pueden explicar por medio de la linea y el valor de P de
significancia para la correlacién de los datos en X e Y con un nivel de confianza del 95%.
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Discusion
1. Relaciones genealdgicas

La genealogia muestra que existen dos linajes principales. Estos se nombran como linaje
Norte (linaje NO) y el linaje Sur (linaje S) ya que cada uno de ellos esta compuestos por los
individuos de los sitios ubicados al Norte y al Sur del crater del volcan. La topologia del arbol
nos muestra que el linaje S contiene a todos los individuos de los sitios de STC, PAL y LAG;
siendo un grupo monofilético o clado (Fig. 7). El linaje NO por su parte, no contiene
totalmente a todos los individuos de los sitios de la ladera Norte, dado que algunos
individuos del sitio CAR se encuentran mas estrechamente relacionados con algunos del
sitio STC, por lo cual, el linaje NO es parafilético respecto al Clado S, es decir, no integra
genealdgicamente a todos aquellos individuos geograficamente situados en los sitios al
norte.

La existencia de laderas Norte y Sur esta definida por el crater, cuya presencia constituye a
su vez una barrera geografica que puede ser un factor que favorezca la divergencia entre
los individuos de ambas laderas y por la cual se pueden considerar como poblaciones
separadas tempranamente. Respecto al linaje NO, podemos ver que este incluye una rama
genealdgica que contiene y separa a los individuos de los sitios AMA, AMAB, AG, y algunos
de AMAC y RAZ del resto de los individuos de la ladera Norte. Esa separacién, que conecta
a aquellos individuos regionalizados en la porcién mas al Norte de la APFFNT (localidad de
Amanalco) a través de un ancestro comun mads reciente lo define como un subgrupo
genealdgico (sub N). El resto de los individuos del linaje NO, cuya relacién genealdgica se
encuentra en su mayoria no resuelta ya que se observan un gran niumero de politomias en
la porciéon azul de la genealogia la nombramos subgrupo genealdégico IC (sub IC) dado que
se encuentra regionalizado latitudinalmente en el centro del APFFNT y contiene a los
individuos de MV, RAN y algunos de RAZ y AMAC (Fig. 7). Esta ultima separacién genealdgica
permite definir dos subpoblaciones en el linaje NO pero es, sin embargo, mas dificil de
explicar en un contexto geografico ya que no hay una barrera fisica o indicios de ella que
haya impedido histéricamente flujo genético entre el sub N y el sub IC. Una posible
explicacion puede ser debido a un cambio en las condiciones ambientales, ya que en el
Pleistoceno tardio la vegetacidon arbdrea se encontraba muy abierta, y ocurrié un descenso
de la cota de los 3000 msnm (Caballero et al. 2010), lo que pudo generar un aislamiento en
entre los sitios que representan a estos grupos genealdgicos. Por otra parte, los registros
actuales que va de los anos 1972-2000 muestran que la mayoria de los sitios que conforman
al sub N se encuentran dentro de un bosque de Abies religiosa, mientras que los del sub IC
se encontrarian dentro de bosque de Pinus mixto (Franco et al. 2013), por lo que es posible
gue este cambio de condiciones ambientales propiciaran una diferenciacién regional. Por
otro lado, aunque existe una divergencia genealdgica en la ladera Norte, esta no es
completa, ya que como podemos ver los sitios como AMAC, CAR y RAZ presentan haplotipos
tanto dentro del sub IC como del sub N (Fig. 9), indicando que la regionalizacién no es
completa y que hay flujo de haplotipos entre la region centro y norte del APFFNT. Por otro
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lado, el sitio AMAC presenta un haplotipo genealdégicamente mas cercano al sub IC y un
haplotipo compartido con el sitio RAZ. El sitio CAR presenta haplotipos compartidos entre
el sitio MV y RAZ (Fig. 7), ademas de presentar un haplotipo compartido y otro
genealdgicamente mdas cercano con el sitio STC (Fig. 7), lo que sugiere un flujo génico
reciente del linaje Sur hacia el sitio CAR. Lo anterior sugiere una relacién reciente de flujo
génico histérico, aunque de forma reducida, que permitio la divergencia. La existencia de
relaciones genealdgicas estrechas entre haplotipos que pueden ser genéticamente
distantes puede influir en la relacion lineal entre la distancia genética y geografica, donde
la prueba de Mantel muestra un bajo porcentaje de valores que se ajustan a este modelo,
sin embargo, las distancias genéticas si estan relacionadas con la distancia geografica (Fig.
11).

Los andlisis de STRUCTURE y BAPS (Fig. 9) muestran como se asignan los haplotipos a grupos
genéticos asi como el grado de admixia entre ellos que se representa en la composicién
genética de haplotipos (Fig. 9b, d). Los Cluster 1y 2 en la ladera norte presentan un nivel
de admixia alto. Por otra parte, se observa el mayor nivel de admixia en los sitios como
AMA, AMAB y AMAC, mientras que la mayor representacién del cluster 1 se encuentra en
los sitios latitudinalmente céntricos. Debido a esto, es posible que el cluster 1 sea haya
originado del linaje correspondiente al sub IC, mientras que el origen del cluster 2 se haya
dado dentro del linaje correspondiente al sub N. Sin embargo, su estrecha relacién de
admixia sugiere que dichos clusters son cercanamente relacionados y que la diferenciacion
en dos linajes genealdgicos en la ladera norte ocurre al mismo tiempo que contindan con
relaciones de intercambio de haplotipos lo cual se evidencia por el haplotipo compartido
entre CAR y RAZ el cual es genealégicamente mas cercano a los individuos del sub Ny
reciprocamente, a los individuos de AMAC que son genealdgicamente mas cercanos con los
de RAN. Por su parte, el clado S que conforma el cluster 3 presenta poco o nulo grado de
admixia con el cluster 1 y ligeramente con el cluster 2, lo que se corresponde con una
relacion genealégica menos reciente, indicando de forma andloga, que la ladera Sur y Norte
se colonizaron y comenzaron su divergencia temprana distribuyéndose
independientemente, pudiendo continuar con flujo reciente o secundariamente del Sur al
Centro.

2. Diversidad y diferenciacion genética

Los sitios como AMA, AMAB y AMAC tienen el valor de it mas alto encontrado entre todos
los sitios (= 0.0236-0.0217), indicando una acumulacién de cambios entre sus haplotipos
(Tabla 3). Los haplotipos de los sitios PAL y LAG poseen también una divergencia sustancial
(= 0.0118-0.012). El sitio de CAR mostré una divergencia considerable entre haplotipos
(mt=0.017), pero los sitios como MV, RAN y STC mostraron los valores de divergencia mas
baja (m = 0.0087-0.0095). En cuanto a los grupos genealdgicos identificados, los linajes NO
y el clado S contienen valores similares de diversidad nucleotidica (m = 0.0132-0.012), y la
menor diversidad nucleotidica la posee el sub IC con it = 0.008, mientras el sub N tiene un
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valor de 1t = 0.0154. Estos valores indican que la mayor divergencia entre haplotipos se
encuentra dentro de los sitios mas al norte y al sur, mientras que en los sitios
latitudinalmente mads céntricos predomina una divergencia baja entre los haplotipos.

Aunque dilucidar la ruta o historia de colonizacidén se encuentra fuera de los alcances de
este trabajo, nuestra evidencia muestra que ha existido diferenciacidon genética histérica
preponderante en el Nevado de Toluca y que aun pueden encontrarse huellas de admixia
reciente y flujo de individuos, tanto del sur al centro, como del centro al norte de la APFFNT
y viceversa. Hemos probado que no ha habido un aislamiento completo en la historia de
sus poblaciones dado que no existe monofilia reciproca entre los linajes encontrados. La
importancia de que nuestros linajes S y NO no hayan alcanzado este estado radica en el
hecho de que contindan interactuando sus variantes genéticas, es decir, no se han aislado
y sus poblaciones no han alcanzado una historia evolutiva independiente, por lo que el flujo
de variantes entre las dos laderas puede tener un efecto sobre su diversidad y permanencia
general de todos los individuos.

Dada la topologia de las redes de haplotipos existe similitud con algunos estudios en
herpetofauna donde se ha reportado el surgimiento in situ de variantes haplotipicas, es
decir, que una vez que se coloniza un sitio, comienza el surgimiento y divergencia dentro
del mismo, a través de una colonizacién por pasos donde las variantes avanzan y se
diferencian progresivamente en un proceso llamado “stepping-stone”. En un estudio
realizado por Parra-Olea et al. 2012 con mtDNA para P. leprosa, revela que la colonizacién
desde la porcidn este de la FVTM que comprende el Cofre de Perote y el Pico de Orizaba
hacia los sistemas montafiosos de la porcién central de la FVTM como el Nevado de Toluca,
la Sierra de las cruces y la Sierra Nevada se dio por medio de una serie de eventos de
expansién poblacional seguidos de cuellos de botella a través de un proceso de migracién
por “stepping-stone”. En dicho estudio, el pequefio nimero de pasos mutacionales que
separan el haplotipo ancestral acarreado desde la porcidén este de la FVTM y aquellos
pertenecientes al clado central de la FVTM evidencia una vez que las poblaciones
ancestrales se establecieron en los nuevos sistemas montafiosos, comenzaron a surgir
progresivamente nuevos haplotipos y a divergir entre cada complejo montafioso
separandose en pasos mutacionales conforme avanzaban en el territorio geografico (Parra-
Olea et al. 2012). En dicho estudio, dentro de tres de los sitios muestreados, algunos
haplotipos mostraban diferenciacion profunda puesto que eran posicionados en clados que
divergian tempranamente dentro de la genealogia de haplotipos, lo que da cuenta de que
aun dentro del mismo complejo montafioso se puede dar una estructura filogenética entre
los haplotipos (Parra-Olea et al. 2012) como la obtenida en el presente estudio dentro del
Nevado de Toluca para P. robertsi.

Nuestros resultados de diversidad genética revelan un total de 54 haplotipos en los 71
individuos con una Hd total de 0.989 y n de 0.0154 (Tabla 3). Estos valores son
contrastantes con aquellos encontrados para P. leprosa en el Nevado de Toluca, donde solo
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se detectaron 3 haplotipos, con una Hd de 0.4643 y una 1t de 0.0022 (Parra-Olea et al.
2012). Sin embargo, el nimero de individuos muestreado dentro de esta drea fue mucho
menor, con solo 8 individuos. Por otra parte, los mismos autores encontraron 52 haplotipos
en 205 individuos y valores de Hd de 0.952 y it de 0.004 para el clado central de P. leprosa,
el mas reciente y que es el mas numeroso y diverso e incluye el Nevado de Toluca,
Popocatepetl-lztaccihuatl, la Malinche, y la Sierra de las Cruces. Estos valores de Hd son
similares a los que encontramos para P. robertsi dentro del Nevado de Toluca, sin embargo
los valores de 1t son distintos entre los linajes de ambas especies, esto podria deberse a que
la diferenciacién entre los haplotipos ha sido mucho menor para P. leprosa que para P.
robertsi en la porcién central de la FVTM. Este patrén es importante dado que el area
geografica de distribucion es mucho mayor para P. leprosa y por tanto, sus haplotipos se
han encontrado aislados en distancias mucho mayores dado que abarcan distintos sistemas
volcdnicos, ademas de que, dado su origen filogenético anterior (datado hace aprox. 3.8
Ma), se espera que sus haplotipos hayan estado diferencidndose durante mas tiempo. Sin
embargo, los valores de m encontrados en los linajes NO y S (m=0.0132 y 0.012,
respectivamente) del APPFNT solo se asemejan a los valores para P. leprosa en el Cofre de
Perote (m=0.0184) que es donde se dio el surgimiento de las poblaciones ancestrales.

Esta informacion podria indicar que en P. leprosa han operado distintos procesos historico-
poblacionales que la hayan inducido a reducir su diferenciacién en sus clados mas
recientes, de tal forma que la divergencia haplotipica observada actualmente es diferente
comparado con los valores de diversidad y divergencia de P. robertsi. Esta es una especie
mas reciente, pero P. leprosa es una especie mas ampliamente distribuida, por lo que la
importancia de esta comparacion radica en definir si el tiempo o el rango de distribucién
geografica de las especies son lo mas relevante para la diferenciacién. La evidencia
filogeografica muestra que P. leprosa se dispersé en la porcién central de la FVTM siguiendo
un patron de colonizacién este-oeste desde los complejos Perote-Orizaba y otros,
ingresando por el sistema de la Malinche durante los ultimos 700 Ka, que entra en el mismo
marco temporal cuando P. robertsi divergio de P. altamontana (hace aprox. 900 Ka; Rovito
y Parra-Olea 2016), sin embargo, durante las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno se
pudieron propiciar la existencia de corredores boscosos a menores altitudes (Caballero et
al. 2010; Mastretta-Yanes et al. 2015), lo que puede explicar el bajo grado de diferenciacién
en la porcién central de la FVTM para P. leprosa dado que su rango altitudinal es menor,
de 2500-3000 msnm (Wake et al. 2016). Asi mismo, dado el nimero de haplotipos
compartidos entre los sistemas volcanicos de la FVTM para P. leprosa, existe la posibilidad
de que las poblaciones de P. leprosa pudieron continuar con flujo génico secundario a
través de corredores de bosques de coniferas persistentes después del Pleistoceno y que
el periodo de aislamiento comenzd solo después de que los asentamientos humanos
comenzaron a deforestar el bosque hace aprox. 500 afios (Lynch 1983). Por el contrario, P.
robertsi, pudo quedar restringida solamente a su rango altitudinal mayor durante dichos
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procesos, posiblemente porque a altitudes menores entraria en competencia con P.
lerposa (Bille 2009).

En contraste con lo anterior, las poblaciones ancestrales de P. leprosa del este, donde no
se han detectado eventos de expansidn poblacional, tanto la Hd como la it son elevadas, y
de hecho similares en magnitud a las encontradas para los linajes S, NO y el sub N. Es decir,
tanto la diversidad de haplotipos de P. robertsi como el grado de divergencia entre los
mismos, sugieren que debieron haber ocurrido aproximadamente en el mismo tiempo que
la diferenciacién entre las poblaciones mds ancestrales de P. leprosa. Esto concuerda con
la explicacion filogeografica que indica que aunque los asentamientos de P. leprosa en la
secciéon este de la FVTM son comparablemente mas antiguos respecto al origen datado
para P. robertsi, la diferenciacion de las poblaciones de P. leprosa en estos relictos
ancestrales tuvo lugar dentro del Ultimo periodo de aprox. 1 Ma a la fecha, es decir, poco
después de la formacién del volcdn Cofre de Perote, hace aprox. 1.3Ma. El aislamiento de
las poblaciones de P. leprosa del sistema del Cofre Perote de otros sistemas montafiosos al
oeste pudo ser promovido a causa del gradiente altitudinal en direccion Oeste-Este que fue
establecido durante la formacion de la FVTM (Parra-Ole et al. 2012). Por tanto, la
divergencia en esta porcién de su distribucion pudo comenzar de forma tardia respecto al
establecimiento de las poblaciones ancestrales en esa zona, lo que implicaria que el tiempo
en el que comenzd la diferenciacion poblacional de ambas especies ha sido
aproximadamente el mismo.

Considerando el grado de divergencia y diversidad de los haplotipos que encontramos en
los linajes principales en P. robertsi, la evidencia sugiere que la divergencia entre sus linajes
debid comenzar de forma temprana después de su aparicion y a lo largo de ese tiempo
hasta el presente. Lo anterior muestra como los distintos procesos climatico-geoldgicos
han moldeado la diversidad y diferenciacidn de P. robertsi de distribucidn restringida, y de
P. leprosa de distribucion mas amplia. La dinamica geoldgica-climatica de la FVTM ha
influido en la diferenciacién de la poblacion ancestral de P. leprosa, con el surgimiento del
Cofre de Perote, mientras que ha fomentado la expansion y baja diferenciacidn de sus clado
central mas reciente por medio de continuos de bosque que propiciaron el flujo y la
expansidon demogréfica durante la colonizacion de la parte central de la FVTM. Al comparar
el clado mas reciente de P. leprosa con cualquiera de los linajes de P. robertsi, vemos que
dentro de una misma ventana de tiempo, se pueden alcanzar valores distintos de
diferenciacién, posiblemente porque las poblaciones de P. leprosa nunca quedaron
aisladas totalmente durante el Pleistoceno tardio. Sin embargo, al observar el grado de
divergencia haplotipica de la poblacion de Cofre de Perote de P. leprosa y aquellos linajes
de P. robertsi, vemos que se pueden alcanzar una diferenciacion comparable en un periodo
de tiempo similar, una vez que comienza el aislamiento.

Parte de la diversidad elevada que encontramos en nuestras poblaciones coinciden con la
expansion y aumento de la diversidad genética dentro de otras especies de herpetofauna
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durante el periodo del Pleistoceno tardio (Bryson et al. 2011a,b; Bryson et al. 2012) debido
a los ciclos glaciares-interglaciares donde los bosques de pino-encino y oyamel ampliaron
la distribucidn y facilitaron su dispersion dentro de la porcidn central del EVT para aquellas
especies con estrecha relacidon a los bosques de alta montafia (Caballero et al. 2010)
incluyendo a las salamandras del género Pseudoeurycea (Velo-Antén et al. 2013;
Mastretta-Yanes et al. 2015).

Contrario a nuestras expectativas, observamos una alta diversidad en P. robertsi, asi como
la evidencia de diferenciacion genética histérica. Asi mismo, se ha documentado en otros
estudios de salamandras con microsatélites como Ambystoma rivulare, que incluso
después de la metamorfosis los individuos permanecen en el mismo cuerpo de agua, lo que
puede fomentar la prevalencia de diferentes variantes haplotipicas dentro de cuerpos de
agua incluso en distancias pequenas e incrementa la estructura poblacional (Heredia-
Bobadilla et al. 2016). Factores de la historia de vida de las salamandras como el
mantenimiento de la diversidad debido a |a alta filopatria de las hembras y la poca habilidad
de dispersion ha sido comunmente la explicacion a este tipo de patrones genéticos. De
forma similar, en el ajolote A. leorae se han encontrado niveles altos de diversidad
genética, altos niveles de heterocigocidad y una baja estructura genética estudiando 9 loci
de microsatélite en la Unica poblaciéon remanente de su distribucidn histdrica en el volcan
Tlaloc de la Sierra Nevada en el complejo montafioso del Iztaccihuatl-Popocatept! (Sunny
etal. 2014). Esto puede deberse a que en las 3 subpoblaciones identificadas en los sustratos
deroca, arenay fango existe flujo génico restringido, que permite la existencia de una ligera
aungue significativa estructura (Sunny et al. 2014). La explicacién a esto es que en
ocasiones cuando el conjunto de individuos se reduce a un rango de distribucién limitada,
estos pueden comportarse como una metapoblacién y que en algunos casos, presenten
mecanismos de reconocimiento de parientes cercanos como en Plethodon cinereus
(Waldman 1988). Por otra parte, al igual que en nuestro estudio, en A. leorae no existe
relacion de aislamiento por distancia lo que indica que su alta diversidad puede deberse a
un equilibrio deriva-flujo génico debido a una variacién alélica ancestral. Esto a su vez
indicaria que la poblacién actual es el relicto de una poblacién ancestral, lo cual pudo
ocurrir tras un cuello de botella donde esta poblacién se separé de la ancestral (o porque
la gente dejo de consumir ajolotes para alimentacion debido a su escasez) lo que a su vez
implica que su variacién alélica actual no se debe al flujo génico (Sunny et al. 2014). Por
ultimo, en otros estudios realizados en mamiferos como el perrito de las praderas, C.
mexicanus de distribucidn restringida, donde se estudio a esta especie dentro de su area
de distribucidn restringida de 477 Km?, se encontrd un valor de Hd de 0.77 y una n=0.0016,
se explica que la alta diversidad encontrada fuera de lo esperado pudo haberse producido
por la subdivision en grupos genéticos y explicarse por factores como la retencion de la
variacion asociada con la subestructura dentro de los sitios de habitat, promovidos por la
filopatria de las hembras (Castellanos-Morales et al. 2015; Heredia-Bobadilla et al. 2016).
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3. Demografia historica.

Los sumarios estadisticos de D de Tajima indican que ninguno de los grupos genealdgicos
encontrados se aparta del modelo de evolucidn neutral, sin embargo, todos los valores
fueron negativos (Tabla 4). En contraste, todas las Fs de Fu resultaron negativas y
significativas, esto puede deberse a que este ultimo estadistico es mds sensible a los
cambios demograficos (Ramos-Onzis y Rozas et al. 2002). En este caso, cuando dos
hipdtesis de crecimiento poblacional son encontradas, se deben optar por métodos
alternos para discriminar entre tales hipdtesis. Los BSP de todos los grupos genealdgicos
(Fig. 10) mostraron una linea con una ligera pendiente, esto es indicativo de que el tamafio
poblacional puede mostrar un crecimiento constante aunque muy ligero (Emerson et al.
2001). Por otra parte, el indice raggedness de Harpending resultd significativo, por lo que
en las distribuciones mismatch se rechaza el modelo de expansion poblacional (Fig. 10).

Con estos escenarios demografico podemos apoyar la divergencia temprana de P. robertsi,
dado que, como se ha mencionado, la Hd y it de cada grupo genealdgico es elevada. Al
observar el patron de diferenciacion genética y demografia histérica en otras poblaciones
que han experimentado una expansién poblacional reciente dentro de los Ultimos 700 Ka
como las de P. leprosa en la FVTM, podemos observar como la expansién demografica
influyo para obtener un valor alto de Hd, mientras que los cuellos de botella debido al
efecto fundador que tendrian lugar después de asentarse en un nuevo habitat influyeran
en valor de m bajo (Parra-Olea 2012). En contraste, nuestros resultados indican que P.
robertsi no ha sufrido eventos de expansién demografica elevados que hayan provocado
fluctuaciones en su Hd o i, permitiendo conservar relativamente integra la diversidad
generada hasta ahora solamente por los procesos de aislamiento histérico (Moritz 1999).

También podemos considerar que un factor como el rango altitudinal de P. leprosa, que es
menor al de otras salamandras (2500-3000 msnm), pudo facilitar su dispersién. Por otra
parte, P. robertsi y P. altamontana se encuentran restringidas a altitudes mayores, de los
3000-3500 msnm. Bille 2009 menciona que es posible la existencia de una relacién
excluyente de habitat entre P. leprosa y P. robertsi en la franja de los 2900-3000msnm
restringiendo mutuamente el avance de estas especies por encima o por debajo de este
limite altitudinal. En cualquier caso, el habitat hasta ahora registrado para P. robertsi solo
incluye bosque de Pinus-Abies por encima de los 2900-3000msnm, este habitat limitado
puedo haber afectado la subsecuente dispersion de P. robertsi en periodos posteriores a
su establecimiento en el Nevado de Toluca, generando un nimero pequeno de variantes
haplotipicas que haria dificil detectar eventos demograficos o solamente eventos de
expansion de manera local y moderadas.

En cuanto a los subgrupos N e IC podemos ver que ofrecen informacién contrastante en los
valores de Hd y 1. El sub N se define claramente como una rama genealdgica distinta dentro
de las demas en el linaje NO. La alta Hd y m mostradas por el sub N puede deberse a que
divergié de forma igualmente temprana del resto de las ramas de la genealogia, vy
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posiblemente un ligero incremento de poblacién reciente como lo indica de su grafica del
BSP, generd el incremento del nimero de variantes haplotipicas, predominantemente en
los sitios de AMA, AMAB y AMAC. Por su parte, el sub IC muestra una alta Hd pero una baja
T, que demuestra una baja divergencia entre sus haplotipos (y las ramas cortas de la
genealogia también implican pocos cambios entre sus secuencias). Por tanto, es posible
que en los sitios RAN y MV (que predominan en este grupo) se haya dado un efecto
fundador donde los haplotipos pertenecen a un linaje muy reciente y poco diferenciado, o
bien, que hayan experimentado una reduccion demografica muy reciente para ser
detectada.

Distintas hipdtesis demograficas van acompaiadas de un patréon genealdgico distintivo
(Emerson et al. 2001). De esta forma podemos relacionar los eventos demograficos con la
dispersidn genealdgica. Se ha propuesto que las especies microendémicas como P. robertsi
se originaron a partir de un evento fundador producto de un cuello de botella muy severo
(Segovia-Sanchez 2015). Aunque nuestros analisis no conciernen al origen de nuestra
especie en si, sino a su diferenciacién intraespecifica, un evento de reduccion del tamafio
efectivo poblacional seguido de una expansidn poblacional daria como resultado patrén
de migracidn tal que de un solo haplotipo ancestral radiaron todas las variantes observadas
generando una genealogia de tipo estrella (Crespo et al. 2017). En contraste, la poca
fluctuacién demogréfica de nuestros datos se refleja en una red donde las variantes
haplotipicas se dispersaron y colonizaron en sitios aledafios gradualmente un haplotipo
ancestral aparente.

Finalmente, es importante recalcar la reciente aunque notable influencia de los factores
extrinsecos a la especie como lo es la actividad antropogénica dentro del APFFNT ya que
esto pudo ya provocar la pérdida de los reservorios genéticos como son las zonas norte,
sur pero sobre todo en la zona centro de la APFFNT donde la perturbacién del bosque es
mas acentuada por asentamientos humanos y también el borde norte de la APFFNT en el
sitio AG donde se da una fuerte actividad de tala. Esto puede afectar la resolucién o el
resultado de nuestros analisis de demografia histdrica puesto que algunos métodos como
los sumarios estadisticos son sensibles a la frecuencia y polimorfismo de los haplotipos, asi
como a nuestro tamano de muestra, por lo que estas variables pueden ser una limitante al
tratar de detectar los cambios demograficos, ya sea porque no representamos la frecuencia
real de algun haplotipo o haber omitido algunos haplotipos en el muestreo.

4. Consideraciones para la conservacion.

Como parte de los resultados de los analisis genéticos, se deben hacer ciertas
consideraciones del riesgo que afrontan las poblaciones y las opciones de manejo dadas las
condiciones preponderantes respecto a las politicas de conservacién de la especie en
cuestion (Taylor y Dizon 1999). En la conservacién de especies se ha remarcado la
importancia que tiene la genética como un nivel de diversidad que se debe resguardar
(Moritz 2002). La diversidad genética se puede dividir en dos componentes: el primero es
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el que surge de la variacién adaptativa, que se mide por medio de la variaciéon fenotipica (y
heredable) que produce adaptacion diferencial de acuerdo a las condiciones ambientales
gue retienen esas caracteristicas; el segundo es el que surge a partir del aislamiento
histérico que se evidencia por la estructura filogenética con marcadores moleculares
neutrales (Crandall et al. 2000; Moritz 2002). En funcién a estos dos componentes se ha
circunscrito el concepto de unidad evolutivamente significativa o ESU, que alude a la unidad
poblacional que requiere un manejo separado o independiente y prioridad para su
conservaciéon (Ryder 1986).

Por una parte, el criterio de ESU basado en la divergencia filogeografica requiere que exista
una monofilia reciproca entre linajes para que cada uno de estos pueda ser declarado una
ESU y asi conservar los linajes histéricos de una especie (Moritz 1994).

En contraste, otros autores consideran que ningun tipo de aislamiento genético, ya sea
histérico o reciente amerita una categorizacion de las poblaciones en unidades
independiente si no se ha dado divergencia adaptativa entre ellas (Crandall et al. 2000).

De acuerdo con la genealogia obtenida sabemos que aunque P. robertsi si presenta
diferenciaciéon genética y aislamiento histérico que permite definir grupos genéticos
distintos, los linajes no cumplen con la caracteristica de monofilia reciproca y no calificarian
como ESU bajo el criterio de Moritz (1994). Por otra parte, dado que el alcance del estudio
presente no abarca marcadores de rasgos cuantitativos, el criterio de Crandall et al. 2000
se encuentra fuera de nuestro alcance.

Sin embargo, dado el continuo debate que se ha dado respecto a cudl de los componentes
de diversidad genética tiene mayor relevancia en su definicion (Vazquez-Dominguez y
Dominguez-Dominguez 2009) se han destacado tres pautas que deben seguir las acciones
de conservacién orientadas a la conservacién de especies (Moritz 2002): La primera es
identificar las dreas que maximicen la representacién de las variantes genéticas o que
representen segmentos aisladas histéricamente; la segunda alude a las dareas que
resguarden presumiblemente los procesos evolutivos especificos que ayuden a la
diversificacion adaptativa o que sean sitios de admixia o conexién entre aquellos que estén
aislados; y finalmente, asegurar continuos de extension suficiente entre los gradientes
ambientales mas contrastantes.

Con las pautas anteriores y nuestros datos podemos hacer algunos comentarios respecto
a las caracteristicas de los sitios que abarca nuestra especie y la necesidad de conservacién
gue se han manifestado anteriormente para el APPFNT.

En primer lugar, tanto en la ladera al Norte como al Sur del volcan existen linajes historicos
de P. robertsi, sin embargo, son el Clado S (representado por PAL, LAG y STC,
latitudinalmente mas al Sur) y el sub N (representado principalmente por AMA, AMAB y
AMAC, latitudinalmente mas al Norte) los que presentan la mayor divergencia entre sus
haplotipos y la mayor distancia en pasos mutacionales entre haplogrupos (como lo
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muestran las redes de haplotipos), lo que los convierte en los linajes genealégicos mas
distantes, ademds de que poseen el mayor porcentaje de variantes haplotipicas. Estos dos
grupos genealdgicos se encuentran en zonas donde predomina el bosque de Pinus (Clado
S) y el bosque de Abies (sub N) lo que puede ser un indicador de condiciones ambientales
que guien procesos evolutivos distintos (Crandall et al. 2000). Por otra parte, los sitios como
CAR, que presentaron la mayor diversidad filogenética entre sus haplotipos se encuentra
ubicado en la zona inter-carretera y existe evidencia de que hay admixia entre dos grupos
genéticos al Norte y al Sur en este sitio. Estas caracteristicas genealdgicas cumplen con las
condiciones prioritarias de conservacion que se deben tomar segin Moritz 2002.

Mastretta-Yanes et al. (2014) llevaron a cabo una propuesta de un plan alternativo de
manejo dentro del APFFNT después del cambio de categoria donde se pretende preservar
el bosque de Abies religiosa (oyamel), Quercus laurina (encino) y el bosque mixto de
predominantemente Pinus (predominantemente Pinus hartwegii) y una considerable
extension del bosque de pino los cuales han sido sometidos a usos extractivos con
diferentes intensidades (Franco et al. 2006) y que requieren de cierta extension de areay
densidad de poblacién para sostener la diversidad de sus comunidades. En esta propuesta,
se amplia el area de preservacion destinada a aquellas dreas de mayor extensidon boscosa
(Fig. 12).

Uno de los aspectos mas importantes a considerar en el cambio de categoria de una ANP
es lo que se estipula en un programa de manejo como zonificacién y subzonificacion de
una zona nucleo o “crater” y una zona de amortiguamiento, que delimita las actividades
gue se permiten realizar en determinados sitios. En la propuesta de subzonificacion
presentada en el resumen del programa de manejo que la SEMARNAT realiza a través de la
CONANP (CONANP, 2016) se especifican 6 poligonos para actividades de preservacién de
especies arbdreas como oyamel, pino y encino. Dos de ellos, ubicados al norte, suman un
area de aprox. 3900 ha. y comprenden en su totalidad bosques de A. religiosa (Fig. 12),
donde el area que abarcan corresponde a los municipios de Almoloya, Temascaltepec,
Amanalco y Zinacantepec. El tercer poligono se encuentra ubicado al Sur, es el mas grande
de todos, rodea la zona nucleo y abarca un area de aprox. 7029 ha. en el que se encuentran
bosque de Abies-Pinus y de Pinus. El resto de los poligonos se encuentran ubicados al Sur-
Este y suman un area de aprox. 325 ha. y comprenden los bosques de Q. laurina.

Por otro lado y aunque no se cuenta con cifras exactas para la extension de la zona
destinada a la preservacion, el plan de manejo alternativo desarrollado por Mastretta-
Yanes et al. (2014) comprende una extension notablemente mds amplia para los bosques
de Abies al norte y los bosques de Abies-Pinus, de Pinus y de Quercus al Sur y Sur-Este del
(Fig. 12), lo cual abarcando una mayor cobertura en los sitios de la localidad de Amanalco.
Por otro lado, pretende declarar como zona de preservacién una extensidon mayor de
bosque mixto de Pino en la porcidn sur de la ladera del volcan. Por ultimo, la zona Inter-
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Carretera, se encuentra en una zona destinada al aprovechamiento sustentable de recursos
forestales y otros recursos naturales.

Al contrastar las propuestas de plan de manejo podemos ver que si bien ambas presentan
poligonos de preservacion en las zonas donde ocurre la mayor extension de bosque de
Abies y Pinus, la ultima propuesta comprende una mayor extension de area en la porcidn
Norte, donde se encuentra el habitat de uno de grupos genealdgicos mayormente
diferenciados y mas diversos de P. robertsi sobre todo en la localidad de Amanalco. Una
razon mas del porque la propuesta alternativa puede considerarse la mas adecuada es
debido a que se preservan la extension de bosque necesaria para mantener la variabilidad
genética de sus poblaciones, ademas de sostener las interacciones ecoldgicas de las cuales
dependen los ecosistemas (Mastretta et al. 2014). Sin embargo, ambas propuestas
presentan aproximadamente la misma extension de drea para preservacion en la porcion
Sur, que es la zona donde se distribuye otro de los linajes mayormente diferenciados de P.
robertsi. Finalmente, en la ladera Norte, dentro de la zona Inter-Carretera donde se
encuentra el linaje menos diverso, aunque posiblemente mas antiguo de P. robertsi, ambas
propuestas presentan una extensidon idéntica del area destinada al aprovechamiento
sostenible de ecosistemas y recursos naturales donde, al menos en nuestro sitio CAR, se
puede considerar como un punto de flujo genético reciente, como lo muestran las redes, y
es necesario considerar la conservacion/generacion de un corredor boscoso para mantener
la diversidad y la interaccion genética para evitar la fragmentacion de las poblaciones
naturales, puesto que es aqui donde las variantes haplotipicas pueden verse en mayor
riesgo de desaparecer por las actividades agricolas y de aprovechamiento forestal si no se
aprovecha estratégicamente esta porcién del bosque donde habita P. robertsi.

La necesidad de a) ampliar tanto el drea destinada a la preservacién del bosque de Abies al
Norte, b) de mantener la densidad y extension del bosque mixto al Sur y c) de permitir la
existencia de un corredor boscoso continuo y no fragmentado pese a las actividades de
manejo y uso de suelo en la zona de Inter-Carretera que conecta a las extensiones de
bosque anteriores, es necesario para preservar la funcionalidad de la biota del Nevado de
Toluca (Mastretta-Yanes et al. 2014) y es especialmente importante para mantener la
existencia de los linajes principales de P. robertsi, puesto que si estos desaparecen, su
recuperacién no seria posible sin que ocurriera un proceso de diferenciacién genética
histérico similar al que ha tenido lugar, lo cual estd claramente fuera de todo escenario
realista de conservacion (Moritz 2002).
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Figura 12. a) Poligonos de subzonificacién del APFFNT contenida en el
resumen del plan de manejo emitido por la CONANP en 2016, después del
cambio de categoria de ANP del Nevado de Toluca en 2013. b) Poligonos de
subzonificacién del plan de manejo alternativo propuesto por Mastretta-
Yanes et al. 2014 para la misma drea.
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Conclusiones

P. robertsi muestra estructura filogenética, lo que ha llevado al surgimiento de linajes
genealdgicos que han estado diferenciandose. Existen dos linajes principales, uno en la
ladera Sur del crater del volcdn y otro en su ladera Norte, estos son aquellos que muestran
poco grado de admixia, debido probablemente a que divergieron y quedaron aislados mas
tempranamente en la historia evolutiva de la especie. Por otro lado, se han encontrado
subcgrupos genealdgicos que presentan niveles de admixia intermedios y que, debido a la
ausencia de barreras geograficas entre ellos, han estado en constante flujo e intercambio
de haplotipos que se traduce en una relacion genealdgica mas cercana. Sin embargo, es
posible que su divergencia haya comenzado favorecida por un cambio en las condiciones
ambientales impuestas, ya que uno de ellos se haya regionalizado en bosque de Abies y el
otro en bosque de Pinus.

Entre los linajes encontrados no existe monofilia reciproca, lo que significa que no han
estado aislados el tiempo suficiente como para tener una historia evolutiva independiente,
lo que se debe al flujo secundario de individuos que ha ocurrido una vez que se ha dado la
diferenciacién. Esto puede tener implicaciones para la permanencia de las poblaciones al
Norte y Sur, puesto que el aislamiento entre ellas podria comprometer la diversidad actual
de los individuos en general.

Por otra parte, no se detectaron eventos de expansién demografica para P. robertsi, por lo
gue se infiere que en este caso, el tiempo y la distancia geografica han sido los factores
determinantes para mostrar los niveles de divergencia y diversidad alcanzados, donde han
influido ampliamente la filopatria y la poca vagilidad detectada en otras salamandras
microendémicas.

Por tanto, es necesario conservar las regiones de bosque donde residen o se regionalizan
estos linajes genéticos (Norte, Centro y Sur del APFFNT), dado que el contexto actual de
conservacion del APFFNT ha abierto esta zona para la extraccion de recursos. Para lo cual,
hemos analizado las propuestas de varios autores hechas al plan de manejo de la misma,
enfatizando que se requiere un corredor de bosque entre la parte mas al Norte en el sitio
de Amanalco, que se caracteriza por bosque de Abies, y la parte alrededor del crater, tanto
en la ladera Norte en la region latitudinalmente céntrica del APFFNT en la zona de Inter-
Carreteras, como en la ladera Sur en los sitios de Santa Cruz a Las lagrimas, que se
caracteriza predominantemente por bosque de Pinus y Quercus.

Los niveles de divergencia haplotipica mostrados por P. robertsi, una especie
microendémica, son similares a los mostrados por los linajes mas ancestrales de una especie
filogenéticamente mas antigua y de distribucién amplia, a saber, P. leprosa. Sin embargo, la
evidencia filogeografica muestra que los linajes de esta uUltima, comenzaron a diferenciarse
en el Ultimo millén de afios, que es el tiempo aproximado del surgimiento de P. robertsi
(900 Ka).
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Esto da cuenta de que a pesar de la diferencia en la amplitud de la distribucién geografica
entre ambas especies, han ocurrido procesos geolégicos, como el aislamiento de las
poblaciones de P. leprosa en el cofre de Perote y de P. robertsi en el Nevado de Toluca, que
han llevado a mostrar valores similares de diferenciacién en un mismo periodo de tiempo
de fragmentacidon de sus poblaciones. Por otra parte, se tienen los valores mayores de
diferenciacidén que se observan en P. robertsi respecto a los valores observados en linajes
recientes de P. leprosa, que tuvieron surgimientos similares en tiempo (~700 Ka). Es decir,
que no solo el tiempo de surgimiento de las especies o la distancia geografica entre sus
respectivas poblaciones son los Unicos factores determinantes para aumentar la
diferenciacién genética, sino que los procesos climatico-geolégicos, asi como las posibles
diferencias en la historia de vida (como el rango de distribucién geografica) de estas
especies jugaron un papel importante para aumentar o disminuir la estructuracion y
diferenciaciéon. Mas enfaticamente, la importancia de esto radica en que especies
microendémicas de Pseudoeurycea que surgieron recientemente como P. robertsi, P.
longicauda, P. altamontana o P. gadovii y que se hayan circunscritas a un solo sistema
volcdnico, donde el ambiente puede proporcionar condiciones relativamente homogéneas
y por tanto pocas fluctuaciones demograficas, son aquellas en las que los procesos de
aislamiento geografico pueden ser los mas determinantes en la diferenciacién aun en
periodos de tiempo relativamente cortos, o al menos, en mayor medida que en aquellas
especies de distribucién amplia.

Es importante mencionar que aunque nuestro tamafio global de muestra es alto, es posible
gue no hayamos representado la frecuencia real de algun haplotipo dentro de algun sitio,
por lo que las interpretaciones demograficas aqui presentadas deben tomarse con cautela.
Un estudio con una N mayor y un nimero mas amplio de genes ayudaria a reforzar la
informacidn extraida y las inferencias hechas aqui.

Se necesitan realizar trabajos de genética que aborden los diferentes aspectos de la
diversidad tanto neutral (como microsatélites) como fenotipica o de caracteres bajo
seleccion (QTL's) que reflejen la estructura poblacional reciente y los factores ambientales
gue pueden estar influyendo en la diferenciacidn genética de la especie. Asi mismo, es
necesario ampliar en tamafio de muestra, asi como el darea muestreada pues esta
informacién ayudaria a tomar mejores decisiones acerca de las zonas donde existe la mayor
cantidad tanto de diversidad como de individuos para mantener la viabilidad de la especie
a largo plazo.
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Anexos

1. Extraccidon de DNA.
Para preparar la proteinasa K a 20mg/ml
REACTIVOS:

e Proteinasa K en polvo
e Tris-HCI 50 mM
e (Ca(CHs3CO0); 2mM (Acetato de Calcio)

1.1) Para el Acetato de Calcio:

Peso molecular del Acetato de Calcio: 158.17g

158.17g  0.1587g
1mol = 1mmol

Para una solucién 2 mM:
(0.1587g/mmol)(2mmol)=0.316g

La anterior es la cantidad necesaria para preparar una solucién de 1Lt al 2mmM. Para
preparar 100ml de solucién a dicha concentracion, se pesa solo una décima parte del
reactivo, es decir:

Peso Final=10.0316g (disueltos en 100ml de H,O dd)
1.2) Para el Tris-HCI 50mM
Empleamos la siguiente férmula:

CiVi == Cfo
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Vi= X

Vi=100ml
Ci=1 M=1000 mM
Ci=50 mM
_ (50mm)a0om) _
T T 1000mMm 0™

Se deben disolver 5 ml de Tris-HCI 1M en los mismos 100ml de la solucion de Acetato de
Calcio.

1.3) Para disolver la proteinasa K:

Se pesan y se disuelven 20mg por cada mililitro de solucién Tris-HCl:Acetato de Calcio que
se requiera.

2. Electroféresis
2.1 Para preparar gel de agarosa al 1.0%

REACTIVOS:

e Agarosa en polvo
e TBE (Tris-Borato-EDTA) al 1X

Se aifaden 0.75g de agarosa en 75ml de TBE al 1X pH 8.0 en un matraz Erlenmeyer y se
coloca una pelicula de polietileno al matraz con pequeiios orificios. Se pone a calentar hasta
casi el hervor, agitando y cuidando que el volumen de la disolucion no ascienda para evitar
gue el reactivo no disuelto se quede en las paredes del matraz. Cada vez que borboten
burbujas de vapor en la superficie del liquido se debe alejar de la fuente de calor y agitar
levemente para disipar el calor, y se continla calentando hasta que se observe la disolucién
transparente.

En la cdmara de electroforesis horizontal previamente nivelada se coloca los peines y se
agrega la solucion de agarosa al 1%. Se deja solidificar y se retiran los peines.

3. PCR.
3.1 Para desliofilizar los primers.

Se realizan diluciones del primer para obtener la cantidad deseada a emplear en la reaccion.

Primer Forward/Reverse (100mM) Alicuota (10mM)
\ 10uL de primer
| 90uL de H,0 dd

3.2 Para la solucién de DNTP’s
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Solucion stock de dNTP's (10mM) Alicuota (2mM)
' 20pL de la solucién stock de DNTP’s
' 80uL de H,0dd

3.3 Férmula para realizar los célculos del PCR.

CiVi = Cfo
Reactivo Concentracion  Concentracion  Volumen
inicial (C;) final (Cy) en el tubo
(Vi)

H20 8.45ul
MgCl2 | 25 mM 2.5mM 0.75 pL
Pf | 10 mM 0.3 mM 0.45 pL
Pr | 10 mM 0.3 mM 0.45 pL
Buffer | 10X 1X 1.5puL
dNTP’s | 2mM 0.3 mM 2.25 uL
Taq | 5U/ pL 0.05U/ pL 0.15 uL

DNA | Variable *

Volumen final de la reaccion (Vy) \ **15 uL

*La concentracién de DNA del templado se cuantificé con un equipo NANODROP vy resulté
ser variable, por lo que el volumen empleado en cada reaccién fue estandarizado de
acuerdo a la concentracidn de un control positivo del cual se empled siempre 1 pL.

**E| volumen final varia alrededor de +0.5 uL, aunque en algunas muestras alcanzo hasta
los 16 uL debido al volumen de DNA.
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