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Resumen

Recientes estudios sistematicos y genéticos de poblaciones de Triops de Norte América
han reportado la co-ocurrencia de diferentes entidades genéticas y diferentes entidades
morfologicas. Las de mayor interés sistematico son aquellas en las que, bajo una misma
especie taxonomica (7. longicaudatus), entidades gonocdricas co-ocurren con entidades
hermafroditas, ambas con morfologia diferente. En México se ha observado dicha
situacion, sin embargo a la fecha no existen estudios sobre la identidad y las relaciones
filogenéticas de estas formas simpatricas. En la presente investigacion de tesis se
estudio la identidad y la filogenia de morfotipos simpatricos de dos poblaciones de
Triops del norte de México (Aguascalientes y Durango), en base a aproximaciones
moleculares, morfoldgicas e histologicas. Se disefiaron iniciadores para la amplificacion
y secuenciacion de la region control del ADNmt (ca. 460 pb). La filogenia de las
entidades encontradas se analizaron junto con secuencias de Triops de Todos Santos
(B.C.S.), Torreon (Coahuila), T. longicaudatus (E.U.A.), T. cancriformis (Japon) y
Lepidurus lemmoni (B.C.N). Los resultados indican que la variabilidad de las
secuencias de la region control es mayor que las reportadas para los genes 12S y 16S
ARNr ADNmt. Los andlisis sefialan la presencia de diferentes haplotipos en cada
poblacién, y que las poblaciones mexicanas forman un grupo monofilético, con
distancias genéticas entre ellas menores que con respecto a 7. cancriformis y L.
lemmoni. En las poblaciones estudiadas se encontraron cinco morfotipos: machos y
hembras gonocéricas en Durango; machos, hembras gonocoricas y hermafroditas en
Aguascalientes. Las entidades gonocodricas y hermafroditas de Aguascalientes son
genéticamente mas cercanas entre ellas que con respecto a la entidad gonocorica de
Durango. Los resultados sugieren que las poblaciones gonocdricas de Aguascalientes y
Durango han sufrido una diferenciacién o especiacion alopatrica, mientras que los
hermafroditas y gonocoricos de la poblacion de Aguascalientes podrian representar

diferentes especies evolutivas actualmente ocurriendo en condiciones de simpatria.

Palabras clave: Triops, region control, hermafroditas, especies simpatricas

Dr. Alejandro M. Maeda Martinez
Director de tesis
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Abstract

Identity of two Mexican populations of Triops, one each from the state of Durango and
Aguascalientes,was studied using partial sequences of the control region of mitocondrial
DNA (mtDNA) and mophology. With sequences of these two populations, phylogeny
of the genus was analysed by comparing sequences of 7riops from Todos Santos (BCS),
Torreon (Coahuila), Triops longicaudatus (USA), T. cancriformis (Japan) and
Lepidurus lemmoni (BC). Sequences of the control region of mtDNA showed higher
variations than the genes 12S and 16S of mtDNA. Observation of different haplotypes
in each population demostrate the utility of control region in studies at intrapopulation
level. The Mexican populations formed a monophyletic group with genetic distances
proportionally smaller between them than with 7. cancriformis and Lepidurus. Five
morphotypes have been distinguished in the two populations: gonocoric female and
male in Durango; gonocoric female, male and hermaphrodites in Aguascalientes. The
gonocoric forms of both localities presented a small number of morphological
similarities suggesting that they are in a process of speciation. The hermaphrodites and
the gonocoric females of Aguascalientes were morphologically different, but both
lineages formed a monophyletic group. It is suggested that the hermaphrodite form
might have derived from the gonocoric condition and these entities represent two

sympatric species which do not suffer from introgression.

Key words: Triops, mitohondrial DNA, control region, hermaphrodites, sympatric
species
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1. Introduccion

El orden Notostraca comprende un grupo pequeiio de crustdceos branquidpodos
ampliamente distribuidos. Sus dos géneros Triops y Lepidurus ocurren en cuerpos de

agua temporales de todos los continentes, excepto en la Antartica (Sassaman et al.,



1997). De acuerdo al registro fosil, estos organismos han sufrido pocos cambios desde
el Triasico. Los cambios aparentemente son minimos, y los linajes actuales son dificiles
de definir taxonomicamente a nivel especie (Longhurst, 1955; Maeda-Martinez et al.,
2000). Su morfologia fundamental no ha sufrido cambios en 170 millones de afios
(Suno-Uchi et al., 1997). La especie viviente Triops cancriformis muestra diferencias
minimas con material fosil del Tridsico. También las relaciones entre las diferentes
formas o especies son pobremente entendidas debido a la carencia de caracteres

diagnosticos que delimiten a las especies (King & Hanner, 1997).

1.1. Filogenia molecular con ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es un marcador genético ideal para el analisis
filogenético ya que permite la comparacion de secuencias entre una amplia variedad de
organismos. En general, en animales durante su reproduccion sexual el ADNmt no se
recombina; la evolucion a nivel de secuencias de nucledtidos en el ADNmt es entre 1 a
10 veces mas rapida que en el ADN nuclear (Avise, 1987).

La amplificacién y secuenciacion de ADNmt permite caracterizar los diferentes
haplotipos de una poblacion o una especie y con ello poder reconstruir su filogenia,
dado que las partes de esta molécula comparten el mismo patron historico de
descendiente comun. Los datos de la filogenia de genes mitocondriales junto con la
informacion geografica de las especies proporcionan un medio para establecer
conceptos filogeograficos intraespecificos (Avise et al., 1987).

Las inferencias filogenéticas en el genero Triops se han realizado utilizando los
genes mitocondriales Citocromo Oxidasa I (COI), 12S y 16S ARNr (Murugan et al.,

2002; Obregon-Barboza et al. en prep,). El uso de marcadores que muestren mayor



variacion podrian dar mejor resolucion sobre la historia evolutiva de las poblaciones de
estos organismos. Este es el caso de la region control del ADN mitocondrial, que a
tenido gran utilidad en trabajos de inferencia filogenética realizados en poblaciones de
insectos y crustaceos (Chu et al., 2003; Brown et al., 2001; Vila et al., 2004 a, b;
Dudycha, 2004). Es conocido que la region control muestra mayor cantidad de sitios
informativos y de haplotipos (Chu et al., 2003) por lo que en el presente trabajo se
pretende observar la variacion existente dentro de poblaciones de Triops de México
utilizando esta region.

1.2. Problemas de sistemética en los Notostraca

De acuerdo a los modelos de reproduccion de Sassaman (1989, 1991, 1995), y
Sassaman y Weeks (1993), en los Notostraca pueden ocurrir dos tipos de especie: las
especies gonocoricas compuestas de machos y hembras con reproduccion cruzada
obligada, y las especies androdioicas compuestas de machos, hermafroditas anfigénicos
y hermafroditas monogénicos; ambos tipos de hermafroditas son capaces de
autofecundarse, y tedricamente también pueden ser fecundadas por machos. Asi mismo,
no se puede descartar la existencia de dos tipos adicionales de especie: las uniparentales
compuestas solo de hermafroditas monogénicas y las partenogenéticas (Sassaman,
2000, en Maeda-Martinez et al., 2000).

Como se menciond anteriormente, actualmente existe dificultad en la delimitacion
de especies en el género Triops. Se han sugerido caracteres morfologicos que
diferencian las poblaciones de distintas regiones del mundo tales como las de Africa,
Europa, Australia y Norteamérica. Estos caracteres incluyen el nimero de anillos

apodos, la morfologia del caparazon, 6érgano nucal, ausencia o presencia de la segunda



maxila, la armadura de espinas en la superficie dorsal del telson y las espinas
supernumerarias de los anillos apodos.

La aparente ausencia de caracteres con diferenciacion morfoldgica en los “fosiles
vivientes” se ha considerado como una indicacién de estancamiento evolutivo. Por esta
razon, ha sido una practica comiin agrupar a poblaciones no claramente diferenciadas
morfolégicamente bajo un mismo nombre cientifico. La practica de la designacion
taxonémica de especies en base a morfologia, puede resultar en la agrupacion de
individuos que ocurren en una amplia variedad de escenarios ecoldgicos y/o que
presentan diferentes sistemas reproductivos (King & Hanner, 1997). De acuerdo a Fryer
(1988), las morfoespecies de los notostracos, se podrian dividir en razas o en varias
especies cripticas. El problema de identificacion de cuatro especies nominales de
Lepidurus de Norte América fue abordado por King & Hanner (1997) al realizar un
analisis filogenético utilizando marcadores moleculares (ADNmt) y bioquimicos
(isoenzimas). Estos autores reportaron que existen al menos cinco linajes evolutivos
distintos en Lepidurus de Norte América, los cuales probablemente representan cinco
especies separadas. Una vez que las especies fueron delineadas genéticamente fue
posible identificar caracteres morfologicos diagnosticos los cuales previamente no
pudieron ser notados. Asi, un andlisis que incluya datos morfoldgicos y genéticos
deberia proporcionar una descripcion mas completa del la filogenia de Lepidurus (King
& Hanner, 1997).

Suno-Uchi et al. (1997), estudiaron poblaciones de tres especies nominales de
Triops y dedujeron sus relaciones filogenéticas en base a un andlisis de secuencias
parciales del gen 16S ARNr ADNmt y a la comparacion morfologica del caparazon. El

analisis morfologico no mostrd una relacion consistente entre las especies morfologicas



y las cuatro especies filogenéticas. Asi mismo, Suno—Uchi et al. (1997) sugieren que la
mayoria de las diferencias morfologicas aparentemente no estan asociadas con la
especiacion, i.e., la stasis morfologica a largo plazo no es una propiedad diagnostica a
nivel de especie.

Linder (1952) y Longhurst (1955a) propusieron que todas las poblaciones de Triops
del continente americano pertenecen a la especie morfologica T. longicaudatus
(LeConte, 1840). Para esta especie, Linder reportd un amplio rango de variabilidad en
muchos caracteres morfologicos y en la proporcion de sexos, concluyendo que el género
Triops de Norteamérica se compone de una especie politipica con muchas poblaciones
sexuales localmente diferenciadas, con un rango de distribucion que abarca las islas
Galapagos, Hawaii y Argentina en Sudamérica. Teniendo en cuenta esta descripcion,
Sassaman et al. (1997) estudiaron si la variabilidad morfoldgica indica cambios
sustanciales en la variabilidad genética a través del andlisis de isoenzimas y de la
proporcion de sexos en una serie de poblaciones distribuidas en la parte oeste de
Estados Unidos. Estos autores reportan resultados que indican que la especie politipica
Triops longicaudatus definida por Linder (1952) y Longhurst (1955a) es realmente un
mosaico de varios tipos de poblaciones, representando al menos dos especies genética y
reproductivamente distintas que ocasionalmente co-ocurren sin introgresion. Las
marcadas diferencias genéticas entre estas especies acompafiadas por sutiles diferencias
morfologicas ponen en duda la extensa sinonimia de 7. longicaudatus (Sassaman et al.,
1997).

En relacion a las poblaciones de Triops que ocurren en México, Maeda-Martinez
(1991) reporto la colecta de este animal en regiones aridas y semidridas en los estados

de Baja California Sur, Coahuila, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Estado de



México, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Leon, San Luis Potosi y Zacatecas. Actualmente,
Triops se conoce de 124 localidades distribuidas en 17 estados mexicanos (Maeda-
Martinez et al., 2002).

Analizando secuencias de fragmentos de los genes mitocondriales 12S y 16S ARNTr,
Murugan et al. (2002) estudiaron la identidad molecular de siete poblaciones
Americanas de Triops. Los analisis filogenéticos mostraron que las especies de Norte
América forman un grupo monofilético (Murugan et al., 2002). De las siete poblaciones
estudiadas, seis representan diferentes especies filogenéticas: (1) Km 75 y Vizcaino (sin
presencia de machos); (2) El Arco (sin presencia de machos); (3) Km 64 (uniparental),
(4) T. longicaudatus de Zacatecas (gonocorica); (5) Km 79.3 (androdioica); (6) kit
comercial (androdioica).

Murugan et al. (2002) reportaron que 7riops sp. Km. 64 (uniparental de forma
corta) y 7. longicaudatus (gonocorica de forma larga) de Zacatecas, son dos formas
altamente divergentes en morfologia y reproducciéon, sin embargo, presentan una
distancia genética minima en la secuencia de un fragmento del gen 12S (ARNr
ADNmt). Bajo el concepto filogenético de especie propuesto por Cracraft (1983)
definido como "grupo irreducible de organismos, diagnosticablemente distinto de otros
grupos, dentro del cual existe un patrén paternal de ascendencia-descendencia", y por
Nixon y Wheeler (1990) definido como ‘“‘agregacion mas pequeiia de poblaciones
(sexual) o linajes (asexual) diagnosticable por una combinacion unica de estados de
caracter en individuos comparables”, Murugan et al. (2002) propusieron separar dichas
formas en dos entidades diferentes a nivel especie. Sassaman et al. (1997) reportaron

también una alta similitud genética (en base a comparaciones de polimorfismos de



isoenzimas) entre poblaciones uniparentales de Triops de forma corta (citada como
unisexual) y poblaciones goncoricas de forma larga de E.U.A.

La cercania genética de poblaciones altamente divergentes en morfologia y
reproduccion, permite sugerir que en el género Triops los sistemas reproductivos
hermafroditas autofecundables (e.g. Triops sp. forma corta) podrian originarse de
sistemas reproductivos gonocoricos (e.g., Triops longicaudatus de forma larga)
(Murugan et al., 2002).

En relacion a lo anterior, recientes analisis de 28 poblaciones de 77iops de México
(Obregon-Barboza, en prep.) indican que en al menos en siete de ellas co-ocurren
diferentes haplotipos y diferentes entidades morfologicas. Las de mayor interés
sistematico son aquellas en las que entidades goncoricas putativas co-ocurren con
entidades hermafroditas, ambas con morfotipos diferentes. Sin embargo, a la fecha no
existen estudios sobre la identidad y las relaciones filogenéticas de estas formas

simpatricas.

1.3. Biologia reproductiva

El hermafroditismo ha sido determinado en una poblacioén de Triops longicaudatus en
cuyos conductos foliculares los l6bulos testiculares son perfectamente funcionales
debido a que en ellos se muestra actividad meiodtica y maduracion espermatica, asi
como funcionalidad de los gametos que no muestran signos de degeneracion (Scanabissi
y Mondini 2002b), contrario de como se muestra en los machos de Lepidurus apus
lubbocki, donde los espermatozoas estan degenerados y no se observan espermas que
no sufran degeneracion; por lo tanto la degeneracion es un evento constante en L. apus

lubbocki y no asi en los ovariotestes de 7. longicaudatus. A pesar que en las
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poblaciones de L. apus lubbocki no hay machos funcionales, tampoco se observan
ovariotestes en las gonadas de hembras, por lo que esta forma podria reproducirce de
manera partenogenética (Scanabissi y Mondini 2002b). Se han realizado diferentes
estudios de poblaciones en europeas de Triops cancriformis (Zaffagnini y Trentini,
1980; Engelman et al., 1996, 1997; Scanabissi y Mondini, 2002a), y en esta especie se
han encontrado poblaciones gonocoricas, hermafroditas y partenogenéticas; estas
ultimas con ausencia de machos y carencia de ovariotestes en las gonadas; se ha
logrado determinar el mecanismo de fertilizacién de los oocitos en algunos organismos
que han sido considerados partenogenéticos como en el caso de Fulimnadia texana, que
ahora se ha reportado como organismo hermafrodita y su reproduccion parece ser
autofertilizacion (Scanabissi y Mondini, 2002a). En las especies de Triops y como en
todas las especies del los Notostraca el aparato genital femenino consiste de un par de
gbénadas dentro del hemocele que se encuentran paralelas a ambos lados del tracto
digestivo extendiéndose desde la parte anterior del torax, hasta la region de los
segmentos apodos. Cada gonada consiste de un oviducto longitudinal elastico que por lo
regular contiene ovocitos maduros en el organismo adulto; este oviducto se conecta a un
ovisaco. A lo largo de todo el oviducto se encuentran numerosos conductos foliculares
en cuyos extremos estan las zonas germinales donde se encuentran los oogonios
(Longhurts, 1955b; Trentini y Scanabissi, 1982, Scanabissi y Mondini 2002a). Los
conductos estan formados de una sola capa de células columnares unidas a la lamina
basal. Los ovocitos maduros pasan a través del conducto folicular al momento que
captan la sustancia formadora de la concha de los quistes.

En Triops las gonadas masculinas (testiculos), forman un par y estan distribuidas de

la misma manera que las goénadas femeninas, a ambos lados del tracto digestivo dentro
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del hemocele. Cada gonada tienen forma de un saco lobulado y cada una con un
conducto longitudinal que se une al conducto eferente el cual tiene salida en la base del
onceavo par de toracopodos. El esperma es una célula redonda no mévil con un nicleo
central muy denso (Longhurst, 1954).

La manifestacion del hermafroditismo en los Notostraca es a través de 16bulos o
zonas masculinas dentro de los conductos foliculares de las gonadas femeninas, y en
estos se realiza la espermatogénesis (Engelman et al., 1996, 1997; Longhurst, 1955;
Scanabissi y Mondini 2002a; Zaffagnini y Trentini, 1980), y se encuentran distribuidos

por todo el sistema gonadal.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general
Estudiar la identidad y relaciones filogenéticas de morfotipos simpatricos de dos

poblaciones de Triops del norte de México, en base a aproximaciones moleculares.

2.2. Objetivos particulares

2.2.1. Disefar y aplicar un par de iniciadores (“en avance” y “en reversa”) para la
amplificacion y secuenciacion de la region control del ADNmt (ca. 460 pb) del género
Triops.

2.2.2. Con secuencias un fragmento de la region control (ADNmt) (obtenido del
objetivo 2.2.1.), estudiar la relacion filogenética entre morfotipos simpatricos del género
Triops procedentes de El Jagiiey, Aguascalientes y Km 267, Durango.

2.2.3. Estudiar caracteristicas morfologicas que permitan distinguir las diferentes
entidades genéticas (haplotipos) encontradas.

2.2.4. Estudiar por métodos histologicos la condicion anatomica de las gonadas con el
fin de establecer la presencia o ausencia de ovariotestes y con esto inferir diferentes

modos de reproduccion de las diferentes entidades.

3. Hipotesis

Las poblaciones de Triops procedentes de los sitios de estudio se componen de
individuos gonocoéricos y de individuos hermafroditas que tienen la misma identidad
molecular. Por lo tanto, a pesar de su divergencia morfologica y reproductiva, estos

individuos forman una misma especie.



4. Material y métodos

4.1. Obtencion y preparacion de organismos

13

Con el fin de obtener organismos adultos, se realizaron cultivos de los diferentes

morfotipos de Triops provenientes de dos poblaciones del norte de México (Fig. 1):

(1) El Jagiiey, Aguascalientes.

(2) Km 267, Durango.
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Figura 1. Ubicacion aproximada de las poblaciones de estudio: 1. Estanque El Jagiiey,
Aguascalientes, Ags. 2. Km 267, carretera federal Zacatecas-Durango, Dgo. 3. Torredn,
Coahuila. 4. Todos Santos, B.C.S. 5. Laguna Chapala, B.C.N.

De cada localidad se tom6 una muestra (ca. 15 Kg) de suelo con quistes de Triops y se

coloco dentro de un tanque de fibra de vidrio de 1,200 L de capacidad que

posteriormente se llen6é con 400 L de agua potable (solidos disueltos totales (TDS) = 0.1

-03g L'l). Los cultivos se mantuvieron al aire libre y se control6 la exposicion al sol
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para no permitir temperaturas superiores a 33 °C del agua. Como suplemento
alimenticio, cada tercer dia se suministré un gramo de levadura deshidratada comercial.
Después de 30 dias de cultivo, se obtuvo un total de 65 organismos adultos, de los
cuales 26 (3 machos y 23 “hembras”) fueron del Jaguey y 39 (18 machos y 21
“hembras”) del Km 267 (Tabla I). A todos los organismos se les realiz6 la revision
morfologica; del Jaguey, 17 individuos se estudiaron histolégicamente y 6
molecularmente; del Km 267, 12 individuos se estudiaron histoldégicamente y 6
molecularmente. Los organismos para histologia y analisis molecular se anestesiaron
con agua potable gasificada (CO,) comercial; al lograr la inmovilidad se hizo un corte
en la region de los anillos apodos; la parte caudal se fijo en etanol al 100 % para
posterior extraccion de ADN, mientras que la porcion toracica se fijo en solucion
Davidson (Humanson, 1972) para posterior analisis histologico. Los individuos que no
se destinaron para analisis histologico o molecular se fijaron en formalina al 5 %.

La obtencion de datos morfologicos y biométricos se realizd utilizando un
microscopio estereoscopico Zeiss (1.6 X) y un vernier Mitutoyo (SC-6). El ancho del
telson en vista dorsal se obtuvo usando un microscopio estereoscopico Leica MZ 7.5

equipado con una reglilla calibrada en ocular.

4.2. Diseiio de iniciadores para amplificar y secuenciar la region control (ADNmt)
En el GeneBank se realizo una busqueda de genomas de ADNmt de crustaceos, con
registro de la region control y genes o regiones adyacentes a esta. De las regiones
adyacentes, se seleccionaron las secuencias mejor conservadas entre las siguientes
especies: Triops cancriformis (NC 000844), Daphnia pulex (NC 004465), Squilla

mantis (AY639936), Panulirus japonicus (NC 004251) y Penaeus monodon (NC
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002184). La alineacion de dichas secuencias se realizo con los programas ESEE (Cabot,
1998) y Clustal X (Thomson et al., 1997). Se seleccionaron regiones para disefar a los
iniciadores: 19 bases para el iniciador “en avance” y 24 para el iniciador “en reversa” ,
los cuales fueron fabricados por Invitrogen™™.

La region control en Triops cancriformis se localiza entre el gen que codifica para el
ARN ribosomal 12S y el gen que codifica para el ARN de transferencia isoleusina (Ile)
(Umetsu et al., 2002; GenBank NC 004465). Las cinco especies de crustaceos de Gen
Bank presentan la misma disposicion de genes alrededor de la regidon control, y es en
estos genes donde se buscaron las zonas conservadas (Apéndice 2). Se eligi6 un
segmento del gen 12S ARNr que mostré mayor similitud entre las cinco especies, y es
el mas cercano a la region control. La secuencia del iniciador “en reversa” disefiado por
Colbourne et al. (1996) (5-AAATCGTGCCAGCCGTCGC-3) es homologo a esta
region conservada (Apéndice 1 y 2) y se encuentra a 160 pares de bases de distancia de
la region control; por lo tanto se optd por transformar este iniciador en “avance”: T12S
5-GCGACGGCTGGCACGATTT-3. Las cinco secuencias del gen ARNt isoleucina
mostraron homologia en su mayor parte, por lo que se eligieron dos secciones cercanas
a la region control para adaptarlas como iniciadores “en reversa” (Apéndice 1 y 2):
TILE1 5- TATCAAGGTAATCCTTTTTATCAG -3 y TILE2 5- ACCCTATCAAGGT

AATCCTTTTT -3, con una distancia hacia la region control de 10 y 15 pares de bases.

4.3. Extraccion, amplificacion, secuenciacion y alineacion de secuencias
A las porciones caudales fijadas en etanol al 100 % se les removid el exoesqueleto para
obtener tejido muscular abdominal (Murugan et al., 2002). Del tejido muscular se

realizo la extraccion de ADN total (ADNt) utilizando el kit Puregene'™. La
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amplificacion se realizd en un termociclador Techne Genius utilizando los iniciadores
disefiados T12S y TILE2. Para la reaccion se prepard una mezcla (50 pl) que consistid
de 40 a 60 ng de ADNt (templado), 5 ul de 10X PCR buffer, 0.7uL. de una mezcla de
dNTP a una concentracion de 10 uMol, 60 pMol de cada uno de los iniciadores y 1
unidad de RTS 7ag ADN polimerasa. Las condiciones termociclicas fueron las
siguientes: desnaturalizacion preliminar del ADN a 94 °C por 5 minutos; 37 ciclos que
abarcan (1) desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, (2) alineacion a 50 °C por 40
segundos, y (3) extension a 72 °C por 1 minuto; y una extension final a 72 °C por 10
minutos.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit PCR DNA and Gel Band
Purification GFX™ Amersham. Posteriormente se etiquetaron 50 ng de los productos
de PCR con Bigdye y se realizd la secuenciacion con el analizador ABI Prism-310. Las
secuencias fueron alineadas con el programa Clustal X (Thomson et al., 1997) y se

editaron manualmente con el programa ESEE (Eyeball Sequence Editor) (Cabot, 1998).

4.4. Distancia genética y analisis filogenético

Las distancias genéticas entre los haplotipos se calcularon con el método de Kimura 2-
parameter y el andlisis de parsimonia maxima se realizd con el programa MEGA 2
(Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Kumar et al., 2001). Utilizando el método
de busqueda de intercambios de ramas con el vecino cercano “Close Neighbor
Interchange” (CNI) con un nivel de busqueda de 3, con la formacion de arboles iniciales
para CNI elaborados en la modalidad de busqueda heuristica mini-mini con un factor de

tres. También se utiliz6 Neighbor Joining (NJ) con el modelo de Kimura 2-parameter
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Tabla I. Origen y nimero de notostracos usados para el analisis de ADNmt.

Especie Localidad

Triops sp. Estanque El Jagiiey, Salto del Burro, Aguascalientes, Ags.,
Aguascalientes Meéxico. 21° 43" Norte y 102° 18' W.

Triops sp. Km. 267, carr. federal no. 45, Zacatecas-Durango, Dgo.,
Durango México. 24° 0' 32" N, 104° 25" 19" W.

Triops sp. Km 76.5, carretera federal No. 1, Todos Santos—Cabo San
Todos Santos Lucas, B. C. S., México. 23° 14’ N, 110° 09 W.

Triops sp. Parque de beisbol infantil, lado sur, col.Torreén Jardin,
Torre6n Torreon, Coahuila, México. 25° 31' 37" N, 103° 25' 14" W.

T. longicaudatus
T. cancriformis

Lepidurus
lemmoni

“Triops World” kit, sitio exacto de colecta de quistes
desconocido. E. U. A. GenBank (C.A. AY639934)
Yamagata Prefecture, Japan, GenBank (C. A. NC_004465).

Km. 230, Laguna Chapala, Carr. Fed. No.1, San Quintin —
Guerrero Negro, Ensenada, B. C. N., México. 29° 25' 23"
N, 114° 25' 38" W.

considerando las transiciones y transversiones. En ambos analisis las aplicaciones se
llevaron a cabo con la comparacion de pares de secuencias (Pairwise Deletion). El
analisis Bootstrap se realizdo con 1000 repeticiones. En estos andlisis se incluyo 7.
cancriformis, T. longicaudatus (secuencias en GenBank), Triops de dos poblaciones

mexicanas y Lepidurus lemmoni como grupo externo (Tabla I).

4.5. Obtencion de datos morfologicos

4.5.1. Caracteres morfolégicos cualitativos

Los caracteres morfoldgicos cualitativos estudiados fueron ocho (Figs. 2 a la 5):
posicion (Pn), forma (Fn) y altura (An) del organo nucal, forma del sulcus (Fsu),
superficie del caparazon (Scp), superficie de la carina (Scr), armadura de la insercion de
la furca (Aif) y presencia de espinas posteriores marginales del telson (Ept). Para el
estudio de estos caracteres en el andlisis de componentes principales se les asigné un

valor de acuerdo a la Tabla II.
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Tabla II. Valores asignados a las caracteristicas morfologicas cualitativas usados en
el analisis de componentes principales.

Tipo de carina Lisa 1
1/4 lig. Aserrada 2
1/2 lig. Aserrada 3
Ligeramente aserrada semiaserrada 4
Aserrada 5
Superficie Lisa 1
del caparazon Parches espinas aisladas 2
Espinosa 3
spinas del telson Si 1
No 2
Forma del sulcus  Cerrada 1
Abierta 2
Organo nucal: I 1
Posicion I 2
Organo nucal: Triangular 1
Forma Semicuadrado 2
Organo nucal: I 1
Altura I 2
111 3

4.5.2. Caracteres morfolégicos meristicos

Los caracteres meristicos estudiados fueron seis (Figs. 2 y 3): nimero de espinas del
sulcus (Esu), numero de anillos corporales totales (Act), nimero de anillos apodos
(Aap), niimero de anillos con toracopodos (Atc), nimero total de toracopodos (Tto) y

numero de espinas postmarginales del ultimo anillo (Eua).

4.5.3. Caracteres morfométricos
Los caracteres morfométricos estudiados fueron cuatro (Figs. 2 y 3): longitud de la linea
media del caparazén (Lc), longitud frontal (Lf), longitud carinal (Lr) y ancho del telson

(linea transversal) en vista dorsal (Lt). De estos caracteres morfométricos, también se
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obtuvieron las siguientes proporciones o radios: La/Lc, Lf/Lc, Lt/Le, L{/Lr, Lt/Lf y

Lt/Lr.

Long. frontal

Organo nucal

Carina

Caparazon

Sulcus

Toracopodos
Anillos corporales

Espinas del borde
posterior de los
anillos

Telson

E‘\ Furca

L Anillos con
toracopodos

Figura 3. Vista ventral de Triops sp. Tomado de McLaughlin (1980).
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Figura 4. Clasificacion (tipo I, tipo II y tipo III) de la altura del 6rgano nucal (ON)
respecto a los ojos sésiles compuestos.

Figura 5. Clasificacion de la posicion del 6rgano nucal (ON) respecto a los ojos sésiles
compuestos. 1. Organo nucal pasa el limite posterior interorbital; II. Organo nucal no
pasa el limite posterior interorbital.

L0 e

A B B

Figura 6. Formas del 6rgano nucal en Triops. A. triangular, B. semicuadrado y C.
trapezoidal.
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4.6. Analisis morfolégico

Los datos morfologicos cualitativos, meristicos y morfométricos de las “hembras”
estudiadas se sometieron a un andlisis de componentes principales (ACP) (Tabachnick y
Fidell, 1996) (Statistica 5.0). Los diferentes tipos de datos morfolégicos se analizaron
por separado, asi como también comparando los tres tipos en un mismo proceso de
analisis. El analisis se realizd tanto con las hembras de la misma poblacion, si como con
las hembras de las dos poblaciones. Los componentes fueron graficados con el
programa Excel 2003.

Los 6 caracteres meristicos se compararon por pares de morfotipos encontrados en las
dos poblaciones con base a la media, desviacion estandar, valores minimos y valores

maximos de cada grupo.

4.7. Analisis histolégico gonadal

Las porciones toracicas de los organismos fijadas inicialmente en solucién de Davidson
fueron transferidas a alcohol al 70 % a las 48 horas de iniciada la fijacion y
permanecieron en esta condicion hasta su procesamiento histologico. Para realizar los
cortes, el material se deshidratd en una serie de soluciones de alcohol (70, 80 90 y 100
%). Antes de este paso se removid la cabeza hasta el primer apéndice toracico; se
continuo con la inclusion del material en una mezcla de parafina—xilol, y posteriormente
se embebid en parafina para formar un bloque en las placas de inclusion (Humanson,
1972). De cada bloque se obtuvieron cortes longitudinales de 4 um utilizando un
microtomo de rotacion (Leica RM 2125). Una serie de cortes se tind con la técnica
Hematoxilina—Eosina de Harris (HE) (Humanson, 1972), y la serie de cortes de respaldo

se tifid con la tincidén de Fulgen (FE) (Howard et al., 1983) para la prueba confirmativa
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de la presencia de tejido testicular. La observacion histologica de las gonadas se realizd
en un microscopio compuesto Olympus BX50. La interpretacion histologica gonadal se
basd en los trabajos de Longhurst (1954), y Trentini y Scanabissi (1982). En primer
lugar se examinaron las laminillas tefiidas en HE sefialando las zonas probables de
ovariotestes (OT); posteriormente dichos sitios se examinaron en los cortes de respaldo

con tincion de Fulgen.

5. Resultados

5.1. Prueba de iniciadores

Las secuencias de la region control de Triops amplificadas con los iniciadores disefiados
en este trabajo mostraron una similitud del 95.2 al 96.9 % con respecto a T.
longicaudatus (GenBank No. de acceso NC 006079, genoma completo) y del 68.8 al

69.7 % con T. cancriformis (Apéndice 3).

5.2. Analisis molecular
Se analizaron un total de 17 secuencias, 15 del material de estudio (incluyendo material
de Triops y Lepidurus) y dos del GenBank (Apéndice 3). Se detectaron un total de 13
haplotipos diferentes, que corresponden cinco de ellos a la poblacion de Aguascalientes,
cuatro a la de Durango, una a la de Torreon, una a Todos Santos y dos a Lepidurus
(Tablas Il y V).

El nimero de bases de los fragmentos obtenidos se presenta en la Tabla III. El
numero de bases del fragmento del haplotipo de Torreén es igual al de Aguascalientes,

y el de Todos Santos es igual al de Durango. El fragmento de 7. longicaudatus es del
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mismo tamafio que el organismo T11 de Durango con 460 bases. El fragmento de 7.
cancriformis es de 454 bases, siendo el fragmento de menor tamafio.

Las secuencias de los organismos 2T9 y 2T15 de Aguascalientes son el mismo
haplotipo, se encuentran dos inserciones y dos supresiones (deletions) respecto al resto
de los haplotipos de esta poblacion. El nimero maximo de bases diferentes entre los
haplotipos de Aguascalientes es de diez (Tabla V). En esta poblacion, la distancia
Kimura 2—parameter abarco desde 0.002 hasta 0.022 (Tabla IV). Las hembras de forma
corta presentaron el mismo haplotipo, cuya distancia respecto a machos y hembras de
forma larga fue igual a 0.022 y 0.020 respectivamente. Los haplotipos de las hembras de
forma larga presentaron una distancia de 0.002 y 0.007 respecto a los machos y entre
ellas es de 0.004. La distancia entre los dos machos es de 0.004.

En los haplotipos de Durango, los cambios observados son transiciones (Tabla V), y
se encontrd solo una insercion en el haplotipo T11, T12 y T29 presentaron el mismo
haplotipo. La diferencia maxima en el nimero de bases en Durango es de seis.

La distancia minima y maxima entre la poblacion de Aguascalientes y la de Durango
es de 0.029 y 0.041, que corresponde a una diferencia de 15 y 18 bases respectivamente.
El haplotipo de Torre6n con respecto a los de Aguascalientes muestra una distancia
entre 0.025 y 0.027, mientras que con la de Durango es entre 0.031 y 0.038). La
distancia entre el haplotipo de Todos Santos y los de Aguascalientes es entre 0.031 y
0.034, y con respecto al de Durango es entre 0.025 a 0.038. Con respecto a las
poblaciones mexicanas, Triops longicaudatus y T. cancriformis exhibieron distancias
entre 0.031-0.055 y 0.396-0.404 respectivamente. El género Lepidurus diverge de las
poblaciones mexicanas entre 0.672 y 0.704, mientras que con 7. longicaudatus en 0.664

y 0.56,y T. cancriformis en 0.617 y 0.620.
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Tabla III. Numero y composicion de bases de los fragmentos obtenidos de la Region
Control del ADNmt de 17 haplotipos encontrados. Las poblaciones estudiadas son:
Aguascalientes (2T), Durango (T), Todos Santos, Torredn y Laguna Chapala (Lepidurus
lemmon).

Individuo No. de bases T C A G G+C
2T18 459 355 200 353 9.2 29.2
27248 458 356 199 354 9.2 29.1
2T59 458 358 197 354 9.2 28.9
2T69 458 354 20.1 354 9.2 293
2799 458 362  19.0 358 9.0 28.0
2T159 458 362 19.0 358 9.0 28.0

T79 459 353 205 355 8.7 29.2
T119 460 350 20.7 357 8.7 29.4
T129 459 353 205 355 8.7 29.2
T184 459 35.1 20.7 355 8.7 294
T294 459 353 205 355 8.7 29.2
Todos Santos 460 354 202 357 8.7 28.9
Torreén 458 36.0 194 352 9.4 28.8

T. longicaudatus 460 359 193 36.1 8.7 28.0
T. cancriformis 454 383 183 333 10.1 28.4
Lepidurus 13 472 377 11.0 38.6 12.7 23.7
Lepidurus 29 471 374 108 39.1 12.7 23.5
Promedio 460 360 18.8 358 9.5 28.2

Los analisis filogenéticos de parsimonia maxima y de ‘vecino mas cercano’
(Neighbor Joining (NJ)) (Figuras 7 y 8) indican monofilia en los siguientes haplotipos:
(1) los haplotipos de Aguascalientes y Torreén, (2) los haplotipos de Durango y (3) los
haplotipos de Aguascalientes, Torreén y Durango. El haplotipo de Todos Santos es el
grupo hermano de los anteriores grupos. El haplotipo de 7. longicaudatus forma un

grupo monofilético con todos los anteriores, lo cual indica que las poblaciones de
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América son monofiléticas. La asociacion de los haplotipos es consistente con las
distancias de Kimura 2-parameter, es decir que las distancias observadas en la matriz de
distancias evidencia la ubicacién de los organismos en grupos. La forma corta de
Aguascalientes tiene un ancestro comun con las hembras de forma larga de la misma

poblacion, esta agrupacion se ha determinado en un 56 y 58 % de los arboles.

5.3. Analisis morfolégico
5.3.1. Poblacién Aguascalientes
En el cultivo de la poblacion de Aguascalientes se colectaron 23 “hembras” para

analizarlas morfologicamente, tres de estas exhibian un abdomen mas largo (morfotipo
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Figura 7. Arbol filogenético con el método de Parsimonia Maxima (Mega 2) (1000
repeticiones). Los valores de bootstrap estan dados en cada nodo como porcentajes, 2T
= haplotipos de Aguascalientes, T = haplotipos de Durango.

largo) que las demas, mientras que la mayoria presentaron un abdomen corto (morfotipo

corto). Solo tres machos fueron encontrados en el tanque de cultivo. Las caracteristicas

morfologicas y los organismos utilizados para andlisis histoloégico y molecular se
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muestran en el Apéndice 4. En el ACP no se utilizaron los caracteres morfologicos de
armadura de la furca, ni forma del 6rgano nucal debido a la baja variacion que
mostraron, por lo que solo se usaron 18 caracteres.

Aplicando los tres tipos de caracteres morfologicos (cualitativos, meristicos y
morfométricos) se encontrd6 que los componentes que representan la mayor variacion
son 2, para el [ es de 40.4 % y para el Il es de 23.2 % con una variacion total de 63.6 %.
Aqui, los caracteres que mas contribuyeron a la variabilidad fueron las espinas del
sulcus, anillos totales, anillos apodos, anillos con toracopodos, nimero de espinas en el
ultimo anillo, posicion y altura del 6rgano nucal para el componente 1; para el
componente 2 los variables que mas contribuyeron fueron los radios morfométricos
Lf/Lc, Lt/Lc, Lf/Lr y Lt/Lf.

Los tres individuos “hembras” denominados como morfotipo largo se mantienen
agrupados influenciados por el peso de las variables del componente 1, mientras que los
del morfotipo corto estdn formando un grupo concentrado, excepto por dos individuos
que estan alejados de este grupo, pero favorecidos por las proporciones morfométricas
(Fig. 9).

Analizando solo las proporciones morfométricas (Fig. 10) se tiene que dos
componentes representan una variabilidad de 95.6 %: el primero con 68.7 % y el
segundo con 26.9 %. En el primer componente los caracteres que dan la variabilidad son
la longitud frontal por la longitud del caparazon y la longitud frontal por la longitud de

la carina; y para el componente 2 son tres proporciones: la longitud del telson por la
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porcentajes, 2T = haplotipos de Aguascalientes, T = haplotipos de Durango.
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Tabla IV. Distancias genéticas (Kimura 2-parameter) y diferencia del nimero de bases entre las secuencias de los organismos estudiados. L
indica hembra de Aguascalientes de forma larga, ¢ indica hembra de Aguascalientes de forma corta. Tlong = Triops longicauatus, Tcr =

Triops cancriformis, L1 = Lepidurus, L2 = Lepidurus 2 y T. S. =Todos Santos.

Organismos  2T1 2T2 2715 2T6 2T9  2T15 T7 T11 T12 T18 T29 T.S. Torreon Tlong  Ter L1 L2
J J ¢l ¢l oc oc ? ? ? J J J Q

2T1¢ 2 1 1 9 9 15 17 13 14 13 14 11 21 137 198 200
2T2¢ 0.004 1 3 10 10 16 18 14 15 14 15 12 22 137 199 201
2T5¢1 0.002 0.002 2 9 9 15 17 13 14 13 14 11 21 137 198 200
2T6¢1 0.002 0.007 0.004 9 9 15 16 13 14 13 14 11 21 136 198 200
2T9¢c 0.020 0.022 0.020 0.020 0 16 18 14 15 14 14 11 21 136 194 196
2T15%¢ 0.020 0.022 0.020 0.020 0.000 16 18 14 15 14 14 11 21 136 194 196
T7¢ 0.034 0.036 0.034 0.034 0.036 0.036 6 4 5 4 15 14 22 139 196 199
TI119 0.038 0.041 0.038 0.036 0.041 0.041 0.013 6 7 6 17 17 24 139 198 201
T129 0.029 0.031 0.029 0.029 0.031 0.031 0.009 0.013 1 0 11 14 18 137 195 198
T18¢ 0.031 0.034 0.031 0.031 0.034 0.034 0.011 0.015 0.002 1 12 15 19 136 195 198
T29¢ 0.029 0.031 0.029 0.029 0.031 0.031 0.009 0.013 0.000 0.002 11 14 18 137 195 198
T.santos 0.031 0.034 0.031 0.031 0.031 0.031 0.034 0.038 0.025 0.027 0.025 14 14 135 194 196
Torreon 0.025 0.027 0.025 0.025 0.025 0.025 0.031 0.038 0.031 0.034 0.031 0.031 20 137 197 199
Tlong 0.048 0.050 0.048 0.048 0.048 0.048 0.050 0.055 0.040 0.043 0.040 0.031 0.045 135 191 193
Ter 0.397 0.398 0.398 0.394 0.393 0.393 0.403 0.404 0.396 0.392 0.396 0.388 0.397 0.385 183 184
Li¢ 0.681 0.690 0.684 0.684 0.662 0.662 0.670 0.679 0.664 0.689 0.664 0.657 0.679 0.643 0.609 2

L2¢o 0.690 0.699 0.693 0.693 0.670 0.670 0.684 0.693 0.679 0.675 0.679 0.665 0.687 0.651 0.612 0.004
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100 119 136 137 149 150 177
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Figura 9. Analisis de los tres tipos de caracteres de la poblacion de Aguascalientes.

longitud del caparazon, longitud del telson por la longitud frontal y la longitud del
telson por la longitud de la carina. De esta manera, las “hembras” del morfotipo largo
contintan agrupadas y se ven influenciadas por las variables de ambos componentes; las
dos “hembras” del morfotipo corto se muestran separadas aun de la mayoria de las

otras.
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Figura 10. Analisis de las proporciones morfométricas de la poblacion de
Aguascalientes.

En base al analisis de los caracteres meristicos (Fig. 11), los dos primeros
componentes explican el 83.4 % de la variacion, el primero con 70.7 % y el segundo

con 12.6 %. Los caracteres que proporcionan variaciéon en el componente 1 son los
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anillos apodos y los anillos totales; en el componente 2 es el nimero de toracopodos.
Las “hembras” del morfotipo largo no se agrupan aparte de las demas “hembras”, con
estos datos tampoco se logran separar las hembras del morfotipo corto que en las

graficas anteriores se mostraban aisladas del resto.

+ Morfotipo corto 2
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o
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*
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Figura 11. Analisis de caracteres meristicos.

En ACP aplicado a los caracteres morfologicos se obtienen tres componentes que
dan una varianza acumulada de 79.0; el primero explica 37.9 % de la variabilidad y los
otros dos con una variacion semejante: 20.8 y 20.3 %. Las variables que contribuyen a
la variacion en el componente 1 son la posiciéon y altura del 6rgano nucal, en el
componente 2 es la superficie del caparazon y en el tres es la forma del sulcus. Con esto
se obtiene una agrupacion de los organismos de la forma larga distante de los de la
forma corta, estando ellos representados por las variables del componente 1. La
mayoria de las hembras de forma corta tienen cualidades cercanas al promedio; pero en
solo tres de ellas contribuye el componente 2, separandose del resto; esto es graficando

el componente uno contra el dos (Figura 12).
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Figura 12. Analisis de caracteres morfologicos, Graficacion del componente 1y 2.

5.3.2. Poblacién de Durango

De la poblacion de Durango se colectaron 24 “hembras” y 16 machos, solo se tomaron
21 “hembras” para la caracterizacion. Preliminarmente no se detectaron distintos tipos
de “hembras”. Analizando los tres tipos de caracteres se tiene que los tres primeros
componentes representan una varianza acumulada de 50.5 %, el primero con 20.1 %, el
segundo con 18.7 % y el tercero con 11.7 %. En el componente uno las proporciones
Lt/Le, Lt/Lf y Lt/Lr son las que determinan la variacion; en el segundo componente son
las proporciones Lr/L¢, Lf/L.c y Lf/Lr. No se pueden discernir grupos aislados entre
todas las hembras al graficar el componente 1 con el 2 (Fig. 13).

Al emplear las proporciones morfométricas los componentes 1 y 2 tienen una
varianza acumulada de 94.0 %, del cual el CP 1 es de 49.0 % y el 2 es de 44.9 %. Para
el componente 1 las proporciones que expresan contribucion son Lf/L¢ y Lf/Lr; y para
el 2 son Lt/Lc, Lt/Lf y Lt/Lr. De esta forma en la grafica (Fig. 14) no se observa un
patrén de agrupamiento aunque el organismo 19 se encuentra alejado de los demas, al

igual que en la grafica anterior.
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Figura 13. Analisis de los tres tipos de caracteres de la poblacion de Durango, grafica de

los componentes 1y 2.
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Figura 14. Analisis de caracteres morfométricos de la poblacion de Durango.

En la grafica de los datos meristicos (Fig. 15), la suma acumulada para los dos
componentes de mayor variabilidad es de 58.2 %, en los cuales se tiene 33.8 y 24.3 %
respectivamente. La variable que contribuye en el componente uno es el numero de
anillos &podos; mientras que en el dos son los anillos totales y los anillos con

toracopodos.
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Figura 15. Analisis de caracteres meristicos de la poblacion de Durango.

Obteniendo el ACP para los caracteres cualitativos se determind que los dos
primeros componentes representan una variacion del 58.7 %, con 31.3 y 27.5 %
respectivamente. En el componente 1 la forma del sulcus determina la variabilidad y en
el 2 es la altura del 6rgano nucal; esto genera que en la grafica (Fig. 16) se distingan

varios grupos.
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Figura 16. Analisis de caracteres cualitativos de la poblacion de Durango.

5.3.3. Comparacion de las dos poblaciones en analisis de componentes principales

Con los mismos caracteres usados anteriormente se realizo el ACP en el total de los
organismos de las dos poblaciones. Al emplear todas las variables, en el primer

componente se obtuvo un 38.0 % de variacion y en el segundo un 16.2 %, con lo que se



35

tiene 54.2 % de variacion acumulada. Las variables que proporcionan variacion en el
primer componente son: espinas del sulcus, anillos totales, anillos dpodos, nimero de
toracopodos, espinas del ultimo anillo, forma de la superficie de la carina y altura del
organo nucal; en el componente 2 se encuentra la posicion del o6rgano nucal y las
proporciones Li/Lc, Lf/Lc, Lf/Lr. En la figura 17 de la grafica de los dos componente,
las dos poblaciones se encuentran separadas a lo largo del primer componente, excepto
las “hembras” de del morfotipo largo cuya variabilidad las ubica entre las caracteristicas
intermedias. En la figura 18 se presenta la distribucion que tienen los organismos de
ambas poblaciones al analizar los datos morfométricos. La suma de la varianza de los
dos componentes es de 85.1 %, donde el primero es de 49.7 % y el segundo de 35.5 %.
En este caso, para el primer componente la proporcion que contribuye a la variacion es
Lf/Lc y Lf/Lr; y para el segundo es Lt/Lc y Lt/Lr; por lo tanto, hay organismos de
ambas poblaciones cuyas medidas tienen semejanza.

En la figura 19 de la grafica de ACP de los caracteres meristicos tampoco hay una
separacion total de cada poblacion; la contribucion de variabilidad para el componente 1
es de 70.4 % y para el 2 es de 15.0 %; y para la acumulada es de 85.4 %. Con el analisis
aplicado a los datos cualitativos (Fig. 20), se logra separar a ambas poblaciones, aunque
existen individuos que pueden compartir atributos con la otra poblacion a lo largo del
componente 1. Las “hembras” del morfotipo largo de Aguascalientes se separan del
resto de la poblacion con respecto al componente 1. También hay 3 hembras de la
poblacion de Durango que se separan de esta poblacion y cuyas caracteristicas pueden
ser similares a las hembras del morfotipo largo de Aguascalientes; estos organismos se
encuentran dispersos en la grafica de los caracteres meristicos, mientras que en las

demas graficas se encuentran juntos pero dentro del conglomerado de la poblacion.
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Figura 17. Analisis de los tres tipos de caracteres aplicado a las dos poblaciones.
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Figura 18. Analisis de los caracteres morfométricos en ambas poblaciones.
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Figura 19. Analisis de los datos meristicos de ambas poblaciones.
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Figura 20. Anélisis de los datos morfologicos en las dos poblaciones.

Teniendo en cuenta que en la poblacion de Durango se encontraron “hembras” y
machos de un solo tipo y que en la poblacion de Aguascalientes hay tres tipos de
organismos: “hembras” de forma corta, “hembras” de forma larga y machos de un solo
tipo (ACP, andlisis gonadal y molecular), los caracteres morfologicos meristicos
analizados a través de la media, desviacion estandar, minimos y méximos, se comparan
de la siguiente manera: “hembras” de Durango y “hembras” de forma larga de
Aguascalientes, hembras de Durango y “hembras” de forma corta de Aguascalientes,
“hembras” de forma larga y “hembras” de forma corta de Aguascalientes y machos de
Durango con machos de Aguascalientes (Figs. 24 a la 29 y Apéndice 5).

Al comparar el grado de semejanza de los 6 caracteres, se observa que entre la
“hembra” de forma larga de Aguascalientes y la “hembra” de Durango hay cinco
caracteres con valores semejantes entre estas dos formas, mientras que la diferencia se
encuentra en el nimero de anillos con toracdépodos, con una media de 29.6 en las
“hembras” de Aguascalientes y de 31.0 en las de Durango. Entre las “hembras” de
forma corta de Aguascalientes y las “hembras” de Durango unicamente hay similitud en
la cantidad de anillos con toracopodos (caracter con el cual hay diferencias en las

“hembras” de forma larga y la de Durango), con 31.0 en las de Durango y 31.5 en las
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formas cortas de Aguascalientes; los cinco caracteres restantes no tienen semejanza.
Consistente con la similitud morfologica de las “hembras” de forma larga y las de
Durango, es la similitud morfolégica de los machos de las dos poblaciones en los que
cinco caracteres son iguales, excepto el nimero de anillos con toracépodos. Mientras
que los machos de las dos poblaciones difieren en el nimero de anillos con toracépodos,

las “hembras” de forma larga y los machos de Durango muestran la misma cantidad.

5.3.4. Anilisis histolégicos

Los cortes de la mayoria de los organismos de Durango mostraron necrosis. Solo en los
cortes del organismo T15 se distinguieron amplias zonas de conductos foliculares
conectadas a los oviductos longitudinales, asi como también zonas germinales de los
conductos foliculares; en los oviductos se observaron numerosos ovocitos inmersos en
la materia formadora de la concha y foliculos (tétradas) en diferente estado de
maduracion. No se encontraron evidencias de tejido testicular.

La cantidad de “hembras” utilizadas para el analisis gonadal de la poblacion de
Aguascalientes fue de 18 (Tabla VI). En 15 de ellas se observaron zonas de ovariotestes
entre las células de los conductos foliculares, las cuales se encontraron esparcidos en
toda la zona gonadal; se nota una constante produccion de foliculos y los oviductos se
muestran llenos de ovocitos; estas hembras pertenecen al morfotipo corto. En las
hembras del morfotipo largo no se encontraron evidencias de tejido testicular; se

observo la produccion de foliculos y los oviductos con ovocitos.
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Figuras 20-25. Graficas de la media, desviacion estandar, valores minimos y maximos de los caracteres meristicos. Se indican los grupos
encontrados en cada poblacién: las “hembras” y machos de Durango; “hembras” de forma larga, hembras de forma corta y machos de
Aguascalientes.
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Tabla VI. Observaciones de la presencia o ausencia de ovariotestes. Prueba presuntiva
HE y confirmativa FG de las gonadas de las “hembras” de Aguascalientes: presencia (+)
y ausencia (—).

Organismos | HE | FG
2T3 + +
2T4 + +
2T5 — —
2T6 + -
2T7 + +
2T8 + +
2T9 + +
2T10 + +
2T11 + +
2T12 + +
2T13 + +
2T14 + +
2TI15 + +
2T16 + +
2T17 + +
2T18 + +
2T19 + +
2T20 + +

6. Discusion

Las secuencias obtenidas de la region control muestran diferentes tamafios; las de las
poblaciones de estudio presentaron 458, 459 y 460 bases; y en Lepidurus con 472 y 471.
Junto con esto, la variacion en cuanto a supresiones e inserciones es notable en los
organismos de la poblacion de Durango, donde hay de uno a siete cambios de
nucleotidos, mientras que en la de Aguascalientes se distinguen dos grupos con menos
de tres cambios en uno y en el otro es de cero. Si se consideran tres especies en las
poblaciones de estudio, la tasa de evolucion vista en la region control parece ser rapida a
este nivel. Entre T. longicaudatus proveniente de una poblacion de Estados Unidos y de
las poblaciones mexicanas los cambios en nucledtidos van de 14 a 24. Comparando 7.

longicaudatus y T. cancriformis se encontr6 que la diferencia es de 135 nucledtidos,
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mientras que estos dos en relacion con Lepidurus presentaron de 183 a 193 cambios.
Con el gen 16S ARNr en un fragmento de 492 bases, el nimero de bases de diferencia
entre 7. longicaudatus del estado de Zacatecas y T. cancriformis es de 44, entre T.
cancriformis 'y Lepidurus lemmoni del estado norteamericano de California es de 63.
Con el gen 12S ARNr, T. longicaudatus y T. cancriformis es de 69, y entre T.
cancriformis y Lepidurus lemmoni es de 100 en un fragmento de 570 bases, mientras
que dentro de las poblaciones mexicanas estudiadas por Murugan et al. (2002), las
diferencias que se registran en las poblaciones mexicanas es de uno a dos pares de bases
en el gen 16S y de uno a nueve para el gen 12S. Estos autores también encontraron que
dos entidades estudiadas que difieren morfoldgica y reproductivamente mostraron tan
solo tres bases de diferencia en el fragmento del gen 12S y de dos bases en un
fragmento del gen 16S. En el analisis de la region control de dos especies del género
Erebia (Lepidoptera) en las que se suponia bienalismo y asincronia en sus ciclo de vida
en una respecto a la otra, dando como resultado nula introgresion, se descubre una
simpatria de modo que en cada cohorte de cada especie, no se detectan haplotipos
diferentes a los encontrados en la misma poblacion. Dentro de tres poblaciones de cada
especie las similitudes son de 0.003 a 0.011 (Kimura 2-parameter) en E. triaria y de
0.000 a 0.006 en E. palarica, mientras que a nivel interespecifico hay una distancia
promedio de 0.118 (Vila et al., 2004b). Por lo tanto la delimitacion de especies con la
region control se puede determinar usando mayor cantidad de diferencia de bases que
con los fragmentos 12S o 16S, con lo cual a nivel intraespecifico se pueden distinguir
subespecies o bien cuando el estado de caracter definido en entidades con diferencias
morfologicas notables es minimo al emplear genes con baja tasa de evolucion y que no

ayudan a delimitarlas como especies. Dentro de la especie Semibalanus balanoides
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(Crustacea) al usar un fragmento de la region control de 107 pares de bases de dos
sistemas de bahia: Damariscota, Maine y Narrangansett Bay, Rhode Island, con
aproximadamente 250 Km. de distancia entre los dos y con flujo continuo al mar, se ha
detectado un flujo genético extensivo entre estas dos poblaciones (Brown et al., 1979);
en este fragmento de 107 bases el numero de estas con cambios ha sido de 1 a 10 entre
las dos poblaciones. Extrapolando el fragmento de Semibalanus balanoides (107pb) a
472 pb tal como el largo de la secuencia de Lepidurus de este estudio se determina que
la diferencia de bases podria ser de 4 a 44; este intervalo abarca la cantidad de bases
encontradas que cambian entre las poblaciones mexicanas y 7. longicaudatus de
Estados Unidos (de 11 a 18 bases de diferencia). De la misma manera, comparando la
diferencia de 13 y 21 bases entre estas poblaciones y una poblacion de Alaska de la
misma especies se puede estimar que en un fragmento de 470 bases la diferencia entre
estas poblaciones podria ser de 57 a 92 sitios, mostrando posiblemente el limite de esta
la especie de Semibalanus balanoides; con esto se observa que la diferencia de bases en
las poblaciones de México es inferior a este intervalo, lo que sugiere que podrian
pertenecer a la misma especie filogenética. En la especie de Semibalanus balanoides
existe flujo de genes entre las dos poblaciones y hay una marcada divergencia genética
(Brown et al., 1979), sin embargo, en la poblacién de Aguascalientes donde hay entre 9
y 10 sitios divergentes se pueden distinguir dos entidades diferentes en reproduccion y
morfologia. La distancia promedio en la poblacion de Semibalanus balanoides de
Maine es de 0.049 y de 0.065 en Rhode Island, y entre las dos es de 0.058. En base a
esto, los morfotipos de Aguascalientes podrian formar un linaje con diferentes

morfotipos
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En el lago Michigan se registran las especies nominales Daphnia pulex y Daphnia
pulicaria donde cada una se encuentra en diferentes habitats, sin embargo entre estas
ocurre un flujo de genes continuo y sufren una divergencia incompleta (Dudycha,
2004); la distancia dentro de cada especie nominal es de 0.000 a 0.064 (D. pulex), de
0.000 a 0.076 (D. pulicaria) y de 0.000 a 0.071 entre las dos (secuencias de la region
control); estos indices se asemejan a lo encontrado dentro y entre de las poblaciones
mexicanas y con 7. longicaudatus.

En las poblaciones de Aguascalientes y Durango se esperaba encontrar
polimorfismos en cuanto a morfologia y reproduccion, sin embargo en Durango se
encontraron hembras con las mismas caracteristicas morfolégicas en las cuales no hubo
distincién de grupos morfoldgicos (ACP); por la falta de evidencias de ovariotestes en
el analisis gonadal se deduce que es una entidad gonocoérica. En la poblacion de
Aguascalientes se obtuvieron tres hembras de la forma larga en las que se no se
registraron ovariotestes por lo que puede tratarse de hembras gonocoricas, mientras que
las hembras de forma corta que forman la mayor cantidad de individuos presentaron
ovariotestes indicando ser anatomicamente hermafroditas. Por lo tanto se confirma que
la poblacion de Aguascalientes es polimorfica. E1 ACP discrimind a ambas entidades,
sin embargo estas presentaron una distancia de Kimura de 0.020, la cual es
relativamente baja en relacion con lo que se muestra entre 7. cancriformis y T.
longicaudatus con 0.385. Cada grupo de hembras de la poblacion de Aguascalientes
podria constituir una especie de reciente divergencia dado que entre los machos y las
hembras gonocoricas tienen mayor similitud que las uniparentales. No se conoce si
existe entrecruzamiento entre los machos y las hembras uniparentales, para esto se

tendria que observar la ocurrencia de apareamiento por el macho, la viabilidad de sus
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quistes y la proporcion de sexos en la descendencia, todo esto con el fin de determinar
la ocurrencia de un sistema androdioico. La aparente baja distancia genética observada
entre los dos sistemas reproductivos parece indicar que no existe un sistema
androdioico; una hembra anfigénica al realizar entrecruzamiento o autofecundacion
daria por descendencia a hembras y machos con el mismo haplotipo, lo mismo
sucederia con las hembras monogénicas. Hace falta secuenciar una gran cantidad de
“hembras” uniparentales de la misma poblacion de Aguascalientes para encontrar
posibles haplotipos, semejantes al de los machos con lo que se determinaria la
existencia de una especie androdioica. Otra posibilidad seria que en el mismo sitio estan
presentes dos especies con minimas distancias en la region control.

Con el analisis filogenético usando parsimonia maxima y el método NJ, se determind
que las dos poblaciones de interés tienen un ancestro comun. La secuencia de Torreon
esta agrupada con los organismos de Aguascalientes, se esperaba que se posicionara
externo a las dos poblaciones. El organismo de Todos Santos es la secuencia mas
cercana a la monofilia de las dos poblaciones. En el filograma, 7. longicaudatus esta
estrechamente relacionado con las poblaciones mexicanas, en comparacion con 7.
cancriformis. Las proporciones de T. longicaudatus, T. cancriformis y L. lemmoni
representan grandes distancias que podrian deducir las relaciones de género y especies
entre estos organismos. La asociacion de los organismos de cada una de las poblaciones
es consistente con las distancias de Kimura 2-parameter, es decir que las distancias
observadas en la matriz de distancias evidencia la ubicacion de los organismos en
grupos. La forma corta de Aguascalientes tiene un ancestro comin con las hembras de
forma larga de la misma poblacion, esta agrupacion se encontrdé 56 a 58 % de los

arboles. Con el uso de Méxima Parsimonia y Neighbor Joining se confirma relacion
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genética sobre los dos morfotipos en Aguascalientes; inesperadamente se determina que
el haplotipo de Torredn esta mas relacionado con la poblacion de Aguascalientes que
con la de Durango a pesar de la corta distancia geografica que existe con la ultima.
Murugan et al. (2002) sefalaron que las poblaciones americanas de Triops forman un
grupo monofilético; en el presente trabajo se confirma lo anterior (Fig. 7 y 8); el analisis
filogenético sugiere una reciente divergencia a partir de un ancestro relacionado a T.
longicaudatus, ya que incluso el organismo de Todos Santos ubicado en la peninsula de
Baja California, tiene pequenas distancias con las del continente.

La tasa evolutiva en el género Triops puede ser minima en relacion a genes
mitocondriales, sin embargo en otros géneros de crustaceos se han encontrado grandes
diferencias entre dos poblaciones de la misma especie taxondmica (Balanus balanoides)
(Brown et al.,, 2001). La region control puede ser util en el estudio de procesos
poblacionales debido a la presencia de distintos haplotipos en una misma poblacién y a
la aparente evolucion rapida de sus nucledtidos (Avise et al., 1987).

En la localidad de Durango se obtuvieron evidencias de que se trata de una poblacion
gonocorica con una proporcion de sexos de 1:1. Probando la variabilidad de los
caracteres morfoldgicos en el ACP no se encontraron grupos aislados tal como se
observo en la poblacion de Aguascalientes. Al realizar un ACP solo a las hembras del
morfotipo largo y las de Durango se observa que los dos primeros eigenvalores no
representan variabilidad suficiente para separar ambos grupos de hembras, ya que las
variables que contribuyen no influencian la formacion de grupo.

A pesar de que la forma corta (hermafrodita) y la forma larga (gonocoérica) de
Aguascalientes son genéticamente similares, solo son altamente semejantes en dos

caracteristicas morfoldgicas (Figs. 24 a la 29), A este respecto, Sassaman et al. (1997)
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encontraron tres tipos de poblaciones de 7. longicaudatus en Estados Unidos: (1)
poblacion con proporcion de sexos iguales, (2) poblacion con ausencia de machos y (3)
poblaciones compuestas de machos y dos tipos de “hembras”. Los dos tipos de
“hembras” mostraban diferencias en cuanto al niumero de los anillos totales, anillos con
toracopodos y apodos, ellos reconocieron a estas diferencias como sutiles. Las
“hembras” de forma larga y corta de Aguascalientes muestran un patrén similar a lo
encontrado por Sassaman en cuanto a los caracteres mencionados (Apéndice 5). En este
trabajo, los rangos de variacidon en cada tipo de hembra, aunque son similares, son
distintivos de cada forma y no se sobreponen con las propiedades de la otra. Apoyado
en analisis filogenéticos, menciona que ambas entidades forman dos especies. Por la
semejanza morfologica entre la poblacion gonocodrica de Durango y la forma larga de
Aguascalientes, asi como en la morfologia de los machos, se puede suponer que una
poblacién proviene de la otra y que cada una ha sufrido divergencia genética; el rango
de variabilidad entre las dos (0.029-0.034) es inferior al intervalo comprendido por 7.
longicaudatus, T. cancriformis o L. lemmoni.

En base a analisis de proporcion de sexos y filogenia en el grupo Conchostraca
(Familias Limnadiidae, Cyzicidae, Leptestheridae y Cyclestheriidae), Sassaman (1995)
sugiere que la uniparentalidad (hermafroditismo o partenogénesis) ha derivado de una
condicion ancestral gonocdrica, y que en este grupo se ha manifestado cuatro veces en
diferentes familias. Con los analisis anteriores, Sassaman llevo acabo un analisis de
herencia de genes ligados al sexo para inferir modelos de mecanismos que determinan
el sexo en los sistemas gonocdricos, androdioicos y uniparentales. En las especies
gonocoricas se indica que las hembras son heterocigéticas para uno o algunos factores

genéticos que especifican el sexo. Esos factores se expresan de manera diferente en las
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especies androdioicas (donde las hembras son capaces de autofertilizacion) para
producir dos fenotipos de hembras, una heterocigoética y otra homogamética. Diferentes
factores (‘“seleccion natural”) podrian favorecer a las hembras homocigdticas de las
especies androdioicas para crear una condicion uniparental; por lo que este mecanismo
evolutivo podria explicar los casos de unisexualidad en los concostracos. No se puede
descartar la posibilidad que mecanismos de este tipo originaron la condicion
hermafrodita en la poblacion de Triops de Aguascalientes

La divergencia genética sugiere que el inicio de la uniparentalidad en la poblacion de
Aguascalientes es reciente; parece poco probable que haya hibridacion entre las dos
formas; en este estudio no se detectaron machos con un haplotipo semejante los
uniparentales, por lo que parece es importante realizar estudios mas detallados y
determinar si la existencia de un sistema androdioico o que la androdioecia (sensu
Sassaman, 1991) haya sido un estado reproductivo intermedio.

Las hembras gonocdricas de Aguascalientes formaron un grupo monofilético en los
arboles, donde también se incluye al haplotipo de Torreén. Sin considerar a los
hermafroditas por sus diferencias morfologicas, las dos poblaciones de hembras
presentan similitudes morfolégicas al igual que los machos de las dos poblaciones
(ACP, graficas de medias y desviacion estandar). Las diferencias observables en el
numero de anillos con toracopodos pueden ser variantes a nivel interpoblacional. Se
desconoce si se puede dar entrecruzamiento entre ellas, aunque el Unico aislamiento
reproductivo puede darse por una barrera geografica. Podria estarse llevando a cabo un
fenomeno de especiacion alopatrica, que de acuerdo al concepto de especie evolutiva
(Simpson 1961), forman dos linajes con minimas diferencia morfologicas, ademas,

estan aisladas reproductivamente. En el caso de conocerse la probabilidad de cruce
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entre estas dos poblaciones, podremos aclarar que constituyen la misma especie
biologica (Dobzhansky, 1937 en Avise, 1993), que de acuerdo a la interpretacion de
Mayr (1963 en Nuies y Eguiarte, 1999) sobre este concepto, la especie esta formada de
poblaciones con una realidad y cohesion genética donde los individuos poseen las
cualidades para conformar una unidad reproductiva, ecoldgica y genética y por lo tanto,
“son grupos de poblaciones naturales donde se da el entrecruzamiento y se reproducen
aisladamente de otros grupos”. Los organismos gonocoricos y hermafroditas de
Aguascalientes parecen haber tenido un ancestro comin; los dos grupos muestran
diferencias morfologicas y reproductivas, ambos se correlacionan aun con una minima
divergencia genética, lo que muestra la presencia de dos linajes con su propia identidad
con sus propias tendencia evolutivas e historicas (Wiley, 1978 en Nufies y Eguiarte,
1999) por lo que pueden formar dos especies en el sentido del concepto de especie
evolutiva de acuerdo a la interpretacion de Wiley: “es el tnico linaje de poblaciones
ancestros descendientes que conservan su identidad ajena a otros linajes y tienen sus

propias tendencias evolutivas y destino historico”
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7. Conclusiones

-Los iniciadores disenados “en avance” T12S 5-GCGACGGCTGGCACGATTT-3 y
“en reversa TILE1 5-TATCAAGGTAATCCTTTTTATCAG-3 y TILE2 5-
ACCCTATCAAGGTAATCCTTTTT-3, funcionan para la amplificacion de la region
control del ADN mitocondrial en los notostracos.

-Esta tesis presenta las primeras secuencias de la region control de Triops procedentes
de poblaciones mexicanas.

-La region control en los notostracos muestra mayor variabilidad que los genes
mitocondriales 12S y 16S, por lo que las secuencias de esta region pueden ser ttiles en
estudios de poblaciones de Triops.

-En las poblaciones estudiadas se encontraron cinco haplotipos en Aguascalientes y 4 en
Durango.

-El analisis morfoldgico muestra la ocurrencia de cinco tipos de individuos:

machos + hembras gonocéricas de Durango, y machos + hembras gonocoéricas +
hermafroditas de Aguascalientes.

-Los analisis filogenéticos indican que las poblaciones americanas de Triops son
monofiléticas.

-Se sugiere, sobre la base de que en la poblacion de Aguascalientes existen entidades
hermafroditas y gonocoéricas, que los individuos hermafroditas divergieron de
poblaciones de gonocéricas y que posteriormente lograron su aislamiento reproductivo.
-Las poblaciones gonocoricas mexicanas de Triops pueden estar presentando un proceso
de especiacion alopatrica, mientras que los hermafroditas y gonocoricos de la poblacion

de Aguascalientes forman especies diferentes.
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Apéndice 1

Alineamiento de las secuencias de los crustaceos analizados para disefio de iniciadores y
los sitios donde alineamiento de estos. Para cada gen se presenta su secuencia completa
de acuerdo al registro que tienen en GenBank y la region conservada sobre la cual se
propusieron los iniciadores, los sitios comunes en esta region se indican por barras

verticales.

1 Squilla mantis

2 Panulirus japonicus
3 Penaeus monodon
4 Daphnia pulex

5 Triops cancriformis

—Secuencias del gen 12S ADNmt y alineamiento del iniciador de “en avance” T12S

b w N O w N O w N g w N

O w N

-CATTCTAGGGGCTCTTTCCAGTACCCCTACTATGTTACGACTTATCTCACTTTGTAGG-
—-—CTTCTAGGTGCACTTTCCAGTACACCTACTATGTTACGACTTATCTCATCTAATTTAA
AATTTCTAGGTACACTTTCCAGTACACCTACTATGTTACGACTTATCTCGCTTAAATTGA
TCATTCTAGATGCACTTTCCAGTACATCTACTTTGTTACGACTTATCTCCTCTT-GAGAA
—CTATCTAGAGACACTTTCCAGTACATCTACTATGTTACGACTTATCTCTCCTTAGAGGA

—GAGAGCGACGGGCGATGTGTACATACCTCAGAGCTAATATCATTTTGACTTACTAAA-—
TGAAAGCGACGGGCAATATGTACACACTTTAGAGCTATTATCATTTTACCTTATTAAA-T
CGAGAGCGACGGGCGATGTGTACATAACCTAGAGCTAAAATCAAAAGATCTTGTTAAAAT
—GAGAGTGACGGGCGATATGTGCACATCCTATTGCCTTATTCAACTTACTGTACTTAA--
—GAGAGCGACGGGCGATGTGTACACACCTCAGAGCCAACTTCAATAAAGAATTTTATT --

ATCACAATTACTATTAAATCCACCTTTAATTATTTATTTAAAAATAA-TATCCGTTTTTA
CTAAAATTTACAATTAAATCCATCCTCATATGTCAATTTCCCAACATAATCA-GCCTCTT
CT---TTTTACTTTTAAATCCACCTTCAATAATAAAGATTCCTTTATTATTTCGTATATT
GTAA-ATTTACTAATAAATCCACCTT-CACCTGAGTTTTAAGCCTAA-AATCCGTATTTC
CTAA-ATTTACTACTAAATCCACCTT-AATAATATGTTTACACATACTAATCCGTATAAT

TATATTAAATTGTAGCTCATTCCACTCACATTCATAAACTACACCTTGACCTGATATATT
TA-AAAATATTGTAACCCATTTATACTTAT-TCATAAGCAGCACCTTGATCTAATATATT
TT-AATATATTGTAACCCATCTCTTCCTTTATCATAAGCTGCACCTTGATCTAATATACT
TATTAAAAATTGTAGCTCATCACTGCCCT-TTTATAAACTGCACCTTGACCTGAAGTAAG
TATAATTTATTGTAACCCACTTCTCCCATATTTATAAGCTGCACCTTGACCTGAAGTCAT

ATATTTAAATATTTTTGGATAACTATTTATTTTTTAATGTTATCTAATAACGACGGTATA

TGATT----TCTATCAATTACAATAATTCGTACATAAAATTATCTAACAATGAAGGTATA
AGCTAA-ACTATTTCAATAACTCTACATCTTAT-TAAAGTTACCTAATAATGACGGTATA
AAAAAT--ATTTTTCCTGAAAA----CGTTCTTTTAAAGTAATCTGACAACGGCGGTATA

AAACTTTAAATTAACTAGATTA----TATTTTCTAAAAATAATCTGACAACGGCGGTATA
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TAAATTGATT----- ACAAAAATGTGTAAGATTTTTCGCGGATTATCGATTACTGAACAA
CTGGCTCGA-——-———— CAAGAACAAGAAAGATTCTACGTGGTTTATCGTTTATACAACAG
CAAACTGTAATAATTACAAAATAAAGTAAGATATTTCGTGGTTTATCGATTATAGGACAG
CAAGCTTAA-—-—-———-- CAAAAAAGGGTAAGATAAAATGGGGACTATCAATTATAGGACAA
CAAACTGAAT-—-—-—-— ACAAAAATATGTACATTTAAACGTGGAATATCGATCCAAGAGCAG

GCTCCTCTAACCAGACTGAGGTACCGCCAAATTCTTTGGGTTTCAAGACAATAACTGTTT
GTTCCTCTAACCAGACTAAAGTACCGCCAGGTTCTTTGAATTTCAAACAAATTAGTTATA
GTTCCTCTAAATAGACTAAATTACCGCCAAATCCTTTGAGTTTCAAGATAATAACTGTTT
GCTCCTCTATTAGGA-TAAGATGCCGCCAAAATCTTTGGGTTTGAAGAACAACT---TTT
GTTCCTCTAGTAAGAATGAAGTACCGCCAAATTCTTTAGGTTTAAAGATC-—=--——— TCT

ACTACCCTGGTTTAAGTTG-—---TTTTATTAAAGTATAGCAGGGTATCTAATCCTGGTTT
AATACTCAAGCCATCCTTCGCTATTATTTTCCAGTGTAACAGGGTATCTAATCCTGGTTC
AGTACCCAGGTAATTATA----ATTTAAATAAAGTGTAACAGGGTATCTAATCCTGGTTC
ACTACCCTATTTACACTA-—————— TTATTTAG-AATAACAGGGTATCTAATCCTGGTTT
ACTACCCTGGCAACAAAT-—————— TTAATAGGGAATAATAGGGTATCTAATCCTAGTTT

ATATCTTAAA-TTTTTAGATTTCTT--AAACATTGGTTTGTATAAAAGCGATATTTT---
ATATCTGAAACTTCTTGGCTTCAACCTAAGTCTACCCCTACAAGAACTCAATTACTTAGC
ATCCCTTTATCTTAACAGCTTCAAT-TAAGATTAAAACTTTTAT---TTTACTATTTATC
TTTACCTAAATTTTTTAGTCTCAAC--AGA-————— TTTCTTAAGAATTTCCCTT-———--
AAACCCCTA--TCTACAAAGTTAAT--AAA-————— TTTACTAAAAATTTCTAATTTAAA

—-—-AGTTATTTATTTCACCCACACCTAAT---ATCTCATTTTTATTTCAACAACTGTTAT
CTAATAAACAAATTTCACCTCTTATTATTTTAAGCACTAAATAAGGAAGACTCATTTTCA
—-—-AAAAAACTGATTTCACCCTTTATTAATATAGGC-CTTTAAAAGAAAAAAATTAATAAA
--AAATTAAAAATTTCACC—-——-—- TTATC--AACAAAATTTCACCATCTTTTACGAGAT
—-—-AAAAGAAAGATTTTACCCCTAATTTTTC--ATCAAAAAAATCCCTTTAAAATCAATAT

AATAATCTTTTTTAACCAAATTTTGTTC---ACTTAACCTCACAGTATAACCGCGGCGGC
TCTAACCGATG--ACTTATACTTCTT-C---ACTGGACCTTCAAGTCTAACCGCGGATGC
TATAACTGTTTTTAACCAAATTTCTTTC---ATTTTACCTCTCAGTCTAACCGCGGCTGC
C-GAATGTTAACTAAACAAAACTTTTACTCTACTAAAATTCTTCGTCTAACCGCGACGGC
T-TACT--TAATTCCACCAATCTGTTTC---ATTTAAATCCTTCGTATAACCGCGGCGGC

12s GCGACGGC

TGGCACAA-TTTTAGCCAGGTTTA--ATATGGTTTTCTAGTTCTAGTTTCCACTAATAAA
TGGCACAAGTTTTAACCTGGCCTA-AGTGGTGTTTACTTAATCCAACTTTTGTTGATTTT
TGGCACAAATTTTAACCAGGTATATAATTAGGATTACCAATTCTAACGTTCATTTATTGA
TGGCACGA-TTTTAGTCAATTCTA--TGAGT-TTAACTAGGCCCAAAT---ATTTGTTTC
TGGCACGA-GTTAAGCCGATCTTA--AAAACCTTGACTGATTCCAAAA---ATTTGATAA
TGGCACGA-TTT
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CTAATATTATGTGCTGAGAATTTAAAAATTATAACAAAATTTTACTTTTAAC--——— ATT
TAAATTTTTAGTACTGCT--TTAATTTTTTCGTCATATATTTCACTCCGATCTATCTATT
TTAGCATTAGGTACTGAGAATTTATTTCTTAAAGAAACCTCTACATTCAAACAATTTATT

CTAAAACTTACTACTACTTATTGTTTTATT-TAAATCCCCTGT--TTATAT---———— AT
TCAAAATGAACCACTACTTCTTGAC---AT-TAAGTCCCTTATGCTTGTAT--—-———— TT
GTTTTCTTCTAGAAAACACAAAAA-———— TTGT--CTTACTTATATTTACATGCACTTAG

CGCTCTCATATCAAATAAGAACAAGTTTTTTGTTTACTACCAGAATTTGCATGTACTTTC
AACCTTTAGTTTTAATAAAACCTA---T--TGT--AACATTAAGATTTACATGTACCATT
AGATTTAAC-TCAAAATAGAGCCA-—-—-—- AAGC--CAGATTCAAACTTTCCCTAA-————
GGCTTTTAGGTTTAAACAAAACAC-———- TAGT--CAGAATCAAACTA-———————————

—-—---ACCAAAAAGAAAACAAATAGCTAGAGTCAAACTTTTG
CAACCCAACTAGCAAAGAATATAGCAAGAATCAAACTATAG
-AACCTAAAAATGAAAGAACA-AGCTAGGATAAAACTTTAC

—Secuencias del gen ARNt [soleusina mitocondrial y alineamiento de los dos
iniciadores de “en reversa” TILE1 y TILE2

DS w N

5

AATGAAGTGCCTGA--AAAAGGATTATCTTGATAGGATAAATAATGTAGATTTATAGTTT
AATATGATGCCTGATAAAAAGGTTTGCTTTGATAGAGCAAGTAATGTAATTTAAAC———-
AATGAAGTGCCTGA--AAAAGGATTATCTTGATAGGATAAAACATGTAAGTATGAA-TCT
AGTTTGATGCCTGATTAAAGGGCTACCTT-GATAGGGTAGATGATGCAACTTGT——-—-—--—
AATTGAATGCCTGATAAAAAGGATTACCTTGATAGGGTAAATCATGTGGCTACCCA-—--—

TILE1l CTGATAAAAAGGATTACCTTGATA
TILE2 AAAAAGGATTACCTTGATAGGGT

g W N

TACCTTTATTA
TACTCATATTA
TACCTTCATTA
TGCTCAAATTA
-—-CTTCAATTA
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Apéndice 2

Posicion de la region control en el genoma mitocondrial de Triops cancriformis. En la
secuencia se sefialan las regiones conservadas seleccionadas.

Regiin
12 8 control ARNt Ile
+ +
132879 5 146324 14635 a 15101 labd
[ | | |
I I | |
Ta6 ph 467 ph 65 ph

14461 CATTTAAATCCTTCGTATAACCGCGGCGGCTGGCACGAGTTAAGCCGATCTTAAAAACCT
14461 CATTTAAATCCTTCGTATAACCGCGGCGGCTGGCACGAGTTAAGCCGATCTTARAAACCT
14521 TGACTGATTCCAAAAATTTGATAATCAAAATGAACCACTACTTCTTGACATTAAGTCCCT
14581 TATGCTTGTATTTGGCTTTTAGGTTTAAACAAAACACTAGTCAGAATCAAACTATTGAAT
14641 ATTTTTAAAAATTTAAAAATACTGTTAACTAATTAAAATTAAACAAAGACAAAATGATTT
14701 AAGTATTATGTGTCCCCTCCTCTCCCTCTAAAATACGTTCCTACAGTGAAGCCCACTATT
14761 ATGTTAACTCTCTCATGTGGTGAGATACAACCTCAATCTCTACTCCTGATATATTTCTCA
14821 TTTTCCCTTTACTTCCTCATATGCTATTGAACCTCGGTGCTCTGGGGGGCAAATATTCTT
14881 TCCTATGCCTGTCTAAGTTCCTCCTATGTTAAGTGTTCTACTTAGTGCCAACTAACTAAT
14941 CAGTTAATAATGAAAAAGTTTTTTATCGTAAATAATTCTTACTATAGTTCATTGCTATGA
15001 TATAATTATTAAAATATTAAGACCCTATTTTTTCTTAAATTAATTTTACTTAAAATAATA
15061 TTTATAGCATACTATCACAAAAATAAAAACTTTTATATTTC

1 AATTGAA|TGCCTGATAAAAAGGATTACCTTGATAGGGT|A]—\ATCATGTGGCTACCCACTTC
6l AATTA
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Apéndice 3. Secuencia total de los fragmentos estudiados.
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L1y L2 corresponden a los organismos de Lepidurus lemonni
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Apéndice 4. Tablas de caracteres morfologicos de los organismos de Durango y
Aguascalientes. Se indican los organismos utilizados para los analisis histologicos y
moleculares (ADN).

Poblacion Durango: caracteres meristicos

Individuos Histologia ADN  Esu  Atc Aap Act Eua Tto

T4 Q X x  19+1+17 32 8 40 20 57
T7 Q X X 2342423 31 7 38 17 56
T11 Q X x 2141420 30 9 39 15 60
T2 Q X x  21+1+19 31 8 39 25 6l
T5 Q X 19+1+17 32 9 41 16 62
T8 Q X 18+1+19 30 8 38 -19 58
T9 Q X 16+1+18 31 8 39 19 59
T10 Q X 16+1+18 31 8 39 20 59
T13 Q X 2041420 31 8 39 19 60
T14 Q X 1741418 30 9 39 18 57
T15 Q X 2241424 31 8 39 18 56
T19 Q 1841420 31 8 39 16 60
T21 Q 19+2+17 30 9 39 20 57
T22 Q 19+14+21 32 8 40 19 57
T23 Q 16+1+17 32 7 39 16 56
T24 Q 16+1+15 31 9 40 18 60
T25 Q 14+1+16 31 8 39 21 6l
T26 Q 18+1+19 30 8 38 19 56
T27 Q 18+1+17 31 8 39 18 56
T37 Q 16+1+18 31 8 39 18 63
T39 Q 8+1+420 31 8 39 17 60
TI18 3 X 20+1+19 30 10 40 20 63
T29 3 x 1741419 29 10 39 17 58
T32 3 18+0+17 30 10 40 18 60
T33 3 18+1+18 30 11 41 16 57
T34 3 1341415 29 10 39 19 59
T35 3 17+0+18 30 10 40 19 55
T36 3 1741420 29 12 41 30 60
T38 3 16+0+16 29 10 39 22 56
T40 3 1240+14 29 12 41 22 62
T41 3 2041420 30 11 41 19 61
T42 3 19+1+18 30 10 40 27 58
T43 3 16+1+15 31 10 41 21 59
T44 3 19+1+18 30 10 40 20 57
T45 3 14+1+15 30 10 40 21 62
T48 3 14+1+16 29 12 41 21 60

T49 & 20+1+20 29 11 40 21 60




Poblacion Durango: caracteres morfométricos

Individuos Lc¢ Lf Lr Lt Lr/Lc Lf/Lc Lt/Lc L{f/Lr Lt/Lf Lt/Lr

T4 9 127 48 74 2.1 583 378 165 649 43.8 284
T7 9 18 74 11 3 6l.1 41.1 167 673 405 273
TI1¢ 207 7.8 13 43 62.8 377 208 60.0 55.1 33.1
T2 ¢ 21 84 132 3.6 629 40 17.1 63.6 429 273
T5 9 159 65 97 23 61 409 145 670 354 237
T8 ¢ 19 75 11.8 3 621 395 158 63.6 40.0 254
T9 ¢ 21 78 13 34 619 371 162 60.0 43.6 262
T10 @ 159 67 96 28 604 421 176 698 41.8 292
T3¢ 203 86 12 34 59.1 424 167 71.7 395 283
T14 ¢ 185 7 11.6 33 627 378 178 603 47.1 284
TI5 9 243 88 154 35 634 362 144 571 39.8 227
T19 9 15 68 86 25 573 453 167 79.1 368 29.1
T21 ¢ 168 68 103 2.8 613 405 167 660 412 272
T22 9 147 59 89 23 605 401 156 663 39.0 25.8
T23 @ 149 58 89 29 597 389 195 652 500 32.6
T24 ¢ 157 63 98 25 624 401 159 643 39.7 255
T25 ¢ 165 6.7 102 3 61.8 40.6 182 657 448 294
T26 @ 155 63 93 26 60 40.6 168 67.7 413 28.0
T27 ¢ 142 6 83 2.6 585 423 183 723 433 313
T37 ¢ 214 82 137 34 64 383 159 599 415 248
T39 ¢ 218 85 135 3.5 619 39 161 63.0 412 259
T183 18.1 7.3 11.5 3.3 63.54 403 182 63.5 452 287
T293 21 86 134 3.7 63.81 41.0 176 642 43.0 276
T32 3 25 9.8 162 47 6480 303 188 60.5 480 29.0
T33 & 206 8 132 3.6 64.10 388 175 60.6 450 273
T34 3 223 89 141 41 6320 399 184 63.1 46.1 29.1
T35 3 207 82 137 4.1 6620 39.6 198 599 50.0 299
T36 & 212 8 139 42 6560 377 198 57.6 525 302
T383 193 8.1 12.1 34 6270 420 17.6 669 42.0 28.1
T403 207 86 13.1 3.1 6330 415 150 656 36.0 23.7
T413 184 7.6 115 34 6250 413 185 66.1 44.7 296
T423 179 73 109 3 6089 40.8 168 67.0 41.1 275
T433 127 54 75 24 5906 425 189 720 444 320
T443 222 86 147 4 6622 387 18.0 585 465 272
T453 158 6.8 94 28 5949 43.0 17.7 723 412 298
T483 17 7.6 98 32 57.65 447 188 77.6 421 327

T493 16 69 97 29 60.63 43.1 18.1 71.1 42.0 299
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Poblacion Durango: caracteres morfologicos

Individuos Organo nucal
Ser Sep Ept Fsu Posicion Forma Altura

T4 ¢ 1/4 lig. aser. Espinoso Si Cerrada I Triangular I
T7 ¢ Lisa Parches Si Abierta II Semicuadrado II
T119 1/4 lig.aser.  Parches Si Cerrada I Triangular I
T12 @ 1/4 lig.aser. Lisa Si Cerrada I Triangular I
T5 €9 Lisa Parches Si Cerrada I Triangular m
T8 ¢ 1/4 lig.aser. Parches Si Cerrada I Triangular I
T9 ¢ 1/4 lig.aser. Espinoso Si Cerrada I Triangular I
T10 @ Lisa Lisa Si Cerrada I Semicuadrado  III
T13 ¢ Lisa Parches Si Cerrada I Triangular I
T14 Q Lisa Lisa No  Cerrada I Triangular II
T159 Lisa Lisa Si Abierta I Triangular I
T19 @ Lisa Lisa Si Abierta I Triangular I
T21 9@ 1/4 lig.aser. Lisa Si Cerrada I Triangular I
T22 9 Aserrada Parches Si Cerrada I Triangular I
T23 @ 1/2 lig.aser.  Parches Si Abierta I Semicuadrado II
T24 @ 1/2 lig.aser.  Parches Si Abierta I Triangular il
T25 9 Aserrada Parches Si Abierta I Triangular il
T26 © Lig.aserrada Lisa Si Abierta I Triangular I
T27 9 Lig.aserrada Lisa Si Abierta II Triangular 1T
T37 9 Aserrada Lisa Si Abierta I Ovalado 111
T39 @ Lisa Lisa Si Cerrada I Triangular I
T18 & Lisa Lisa Si Cerrada I Triangular II
T29 & Lisa Lisa Si Cerrada I Triangular II
T32 & Lisa Lisa Si Abierta — — —
T33 & Lisa Lisa Si Cerrada | Triangular II
T34 & Lisa Lisa Si Cerrada | Triangular 11
T35 & Lisa Lisa Si Abierta I Triangular II
T36 & Lisa Lisa Si abierta I Triangular I
T38 & Lisa Lisa Si Cerrada I Triangular I
T40 & Lisa Lisa Si abierta I Triangular 11
T41 & Lisa Lisa Si cerrado | Triangular II
T42 & Lisa Lisa Si Abierto I Triangular II
T43 & Lisa Lisa Si abierto I triangular I
T44 & Lisa Lisa Si Cerrado 1 Semicuadrado 11
T45 & Lisa Lisa Si Cerrado | Triangular II
T48 & Lisa Lisa Si Abierto | Triangular 11
T49 & Lisa Lisa Si Abierto I Triangular II

*No se incluye la armadura de la insercion de la furca
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Poblacion de Aguascalientes: caracteres meristicos

Individuo Histologico ADN Esu Atc Aap Act Eua Tto

2T18 x 16+1+18 28 11 40 28 59
2728 x  I5+1+14 28 11 40 26 58
27268 15+1+16 28 11 40 26 59
2T5%g X x 13+1+15 30 9 39 19 62
2T69g X 15¢1+15 29 8 37 21 62
2T220g 18+1+15 30 10 40 20 62
2T9%h X 2141424 32 4 36 22 66
2T15%h X 2241422 32 5 37 25 64
2T3%h X 25+1425 31 5 36 24 64
2T4 Qh X 24+1425 32 5 36 25 66
2T7%h X 2141423 31 5 36 23 66
2T8%h X 24+1421 31 5 36 25 66
2T10%h X 2641426 32 5 37 26 66
2T11%h X 23+1423 31 5 36 28 64
2T12%h X 2241422 32 4 36 25 66
2T13%h X 2641425 31 5 36 23 64
2T14%h X 2440422 32 5 37 25 66
2T16%h X 24+1422 31 5 36 25 66
2T17%h X 24+1425 31 5 36 25 66
2T18%h X 2241422 31 5 36 25 64
2T19%h X 226+1+25 32 4 36 25 64
2T20%h 2241422 32 5 37 25 66
2T21%h 23+1423 32 4 36 23 66
2T23%h 2641424 31 5 36 26 62
2T24%h 2241419 31 4 36 25 65
2T25%h 24+1426 31 4 36 24 64




Poblacion de Aguascalientes: ccaracteres morfométricos

Individuos Lc¢ Lf Lr Lt Lr/lc LflLc Lt/Lc LfiLr L¥Lf LtLr
2T138 184 73 119 3.1 603 39.7 149 659 375 247
2123 173 7.3 10.8 3.1 61.8 382 132 61.7 345 213
2T263 178 7.3 113 3.1 59.3 407 160 68.8 394 27.1
2T5%¢ 162 66 96 26 602 398 164 660 412 272
2T6Rg 17.1 6.8 103 2.8 59.6 29.8 19.1 50.0 643 32.1
2T22%¢g 185 80 109 3.1 61.8 389 146 629 375 236
2T9%h 142 54 86 2.1 60.6 38 148 62.8 389 244
2T15%h 141 54 8.6 2.1 614 386 143 628 37 233
2T3%h 141 56 85 2.1 61.6 377 144 61.1 382 233
2T4 @h 152 58 94 20 60.6 394 141 651 357 233
2T7%h 94 28 5.6 1.8 60.7 393 143 64.7 364 235
2T8%h 144 56 89 2.1 614 40 150 651 375 244
2T10%h  14.0 54 86 2.0 61 383 149 62.8 389 244
2T11%h 146 55 9.0 2.1 62 38.7 148 62.5 382 239
2T12%h 142 56 86 2.0 613 387 141 632 364 23

2T13%h 140 55 8.5 2.0 61.8 382 139 61.8 364 225
2T14%h 140 5.6 8.6 2.1 69.1 289 18.6 41.8 643 269
2T16%h 142 55 88 2.1 59.6 404 147 679 364 247
2T17%h 142 55 8.7 2.0 60.7 393 148 646 377 244
2T18%h 144 55 89 2.0 589 432 168 734 388 284
2T19%h 97 28 6.7 1.8 613 394 146 643 37 238
2T20%h 13.6 55 8.1 2.0 614 38,6 152 63.0 392 247
2T21%h 135 53 82 2.0 624 39 142 625 364 227
2T23%h 137 54 8.4 2.0 64.6 396 168 613 424 26

2T24%h 132 5.1 8.1 2.0 624 422 179 67.6 424 28.7
2T25%h 141 55 88 20 635 41 174 64.6 424 274
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Poblacion de Aguascalientes: caracteres morfologicos

Organo nucal

Individuos | Scr Scp Ept | Aif |Fsu Posicion |Forma | Altura
2T13 Lisa Lisa 1 | Si | Cerrada 1 1 3
2723 Lisa Lisa 1 | Si | Cerrada 1 1 3
21263 Lisa Lisa 1 | Si | Cerrada 1 1 3
2T59¢ Aserrada Parches | 1 | Si | Abierta 2 1 3
2T6%¢g 1/2 lig. aserr. | Parches | 1 | Si | Cerrada 2 1 3
2T22%¢ Semiaserrada | Parches | 1 | Si | Cerrada 2 1 3
2T9%h 1/2 lig. aserr. | Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T15%h Aserrada Parches | 2 | Si | Cerrada 1 1 1
2T3%h 1/2 lig. aserr. Parches | 2 | Si | Abierta 1 1 1
2T4 @h Aserrada Parches | 1 | Si | Abierta 1 1 1
2T7%h Aserrada Parches | 2 | Si | Abierta 1 1 1
2T8%h 1/2 lig. aserr. | Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 2
2T10%h 1/2 lig. aserr. Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T11%h Aserrada Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T12%h Aserrada Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T13%h 1/2 lig. aserr. Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T14%h Aserrada Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T16%h Aserrada Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T17%h Semiaserrada Lisa 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T18%h Aserrada Parches | 1 | Si | Abierta 1 1 1
2T19%h Aserrada Parches | 1 | Si | Cerrada 1 1 1
2T20%h Aserrada Parches | 2 | Si | Cerrada 1 1 1
2T21%h Aserrada Parches | 2 | Si | Cerrada 1 1 1
2T23%h Aserrada Parches | 1 | Si | Abierta 1 1 1
2T24%h 1/2 lig. aserr. Lisa 1 | Si | Abierta 1 1 1
2T25%h Aserrada Lisa 2 | Si | Abierta 1 1 1

*No se incluye la armadura de la insercion de la furca




Apéndice 5. Calculo de la media, desviacion estandar, valores minimos y maximos de los caracteres meristicos. Se indican los grupos
encontrados en cada poblacion: las “hembras” (Q Durango) y machos (4 Durango) de Durango; “hembras” de forma larga (@ L.Ags.),
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Espinas del sulcus Anillos totales Anillos dpodos Anillos con toracopodos
Grupos Media |Desv.est. |Min. [Max. |Media |Desv.std. [Min. [Max. |Media |Desv.std. [Min. |Max. |Media |Desv.std. |Min. |Max.
QDurango 36.5 4.6 28.0 | 46.0 39.1 0.7 38 41 8.1 0.6 7.0 9.0 31.0 0.7 30.0 | 32.0
JdDurango 34.3 4.4 26.0 | 40.0 40.2 0.8 39 41 10.6 0.8 10.0 | 12.0 | 29.6 0.6 29.0 | 31.0
QL.Ags. 30.3 2.5 28.0 | 33.0 38.7 1.5 37 40 9.0 1.0 8.0 | 10.0 | 29.7 0.6 29.0 | 30.0
QC.Ags. 46.9 3.1 41.0 | 52.0 36.2 0.4 36 37 4.7 0.5 4.0 5.0 31.5 0.5 31.0 | 32.0
3 Ags. 31.3 2.5 29.0 | 34.0 40.0 0.0 40 40 11.0 0.0 11.0 | 11.0 | 28.0 0.0 28.0 | 28.0

“hembras” de forma corta (? C.Ags.) y machos ( $Ags.) de Aguascalientes.

Numero de toracépodos

Espinas del ultimo anillo

Grupos ] ] ] ]

Media | Desv.std. |Min. |Max. |Media |Desv.std. |Min. [Max.
QDurango | 58.6 2.2 56.0 | 63.0 18.5 2.2 15.0 | 25.0
SDurango | 59.2 2.3 55.0 | 63.0 | 20.8 3.5 16.0 | 30.0
QL.Ags. 62.0 0.0 62.0 | 62.0 | 20.0 1.0 19.0 | 21.0
QC.Ags. 65.1 1.2 62.0 | 66.0 | 24.7 1.3 22.0 | 28.0
S Ags. 58.7 0.6 58.0 | 59.0 | 26.7 1.2 26.0 | 28.0






