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RESUMEN

La peninsula de Baja California ha sido un escenario geografico ampliamante recurrido
para realizar estudios filogeograficos, atendiéndose con particular interés el efecto de
eventos vicariantes sobre los patrones actuales de estructuracidon genética y el proceso de
especiacion de diversos grupos bioldgicos, especialmente vertebrados. Sin embargo, no se
han estudiado con igual interés, otras posibles explicaciones para estos patrones de
diversificacion biologica.

En el presente estudio se utilizd6 como modelo a la arafia lobo Pardosa sierra 'y sus
especies cercanamente emparentadas, P. atromedia y P. sura, para poner a prueba la
hipotesis de que la seleccion sexual sobre el cortejo, dirige y mantiene la diversificacion
entre y dentro de estas especies. Para esto se obtuvieron muestras de P. sierra de 11 sitios y
de un sitio de cada una de las otras dos especies; con este muestreo se plantearon los
siguientes objetivos: 1) describir y comparar los cortejos de las tres especies; 2) determinar
el grado y estructura de la diferenciacién genética entre poblaciones de P. sierra y P.
atromedia mediante marcadores microsatélites; 3) comparar espacial y temporalmente: a)
los patrones filogenéticos de ADN mitocondrial reportados en la literatura para las tres
especies, b) los patrones de variacidon genética actual obtenidos con los microsatélites para
P. sierra y P. atromedia, c) los patrones de cortejo de las tres especies y d) los eventos
vicariantes propuestos para varios taxa de distribucidn circundante al Golfo de California y
4) buscar evidencias conductuales y genéticas de hibridacion entre P. sierra y P. atromedia
y entre dos linajes mitocondriales dentro de P. sierra.

Se encontrd6 que cada especie tiene un cortejo diferenciable por el tipo de
movimientos del repertorio, y que dentro de P. sierra existen ademds dos patrones que
varian significativamente en la frecuencia e intensidad de uso de los movimientos entre
grupos de poblaciones. Se encontrararon cinco poblaciones genéticamente homogéneas,
una de P. atromedia y cuatro de P. sierra. Los patrones filogenético y de variacion genética
poblacional actual, en general, concuerdan entre si pero no concuerdan con los patrones de
cortejo. Los eventos vicariantes concuerdan relativamente bien con los patrones genéticos
(filogenético y poblacional actual) y con los de cortejo. Ademas se encontraron evidencias
genéticas de hibridacidn entre especies (P. sierra 'y P. atromedia); y evidencias genéticas y
conductuales de hibridacién entre los linajes mitocondriales en P. sierra. En general los
resultados sugieren que, por si solos, ni la seleccion sobre el cortejo, ni los eventos
vicariantes, ofrecen una explicacidn satisfactoria de la diversificacidon genética entre las tres
especies, y la existencia de una potencial zona hibrida entre P. sierra y P. atromedia,
requiere ser confirmada porque aportaria informacion valiosa para identificar y ponderar
los factores involucrados en la historia evolutiva de P. sierra y sus especies cercanas.

Palabras clave: Pardosa sierra, especiacidon, seleccion sexual, cortejo, vicarianza,

hibridacion.
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ABSTRACT

The Baja California Peninsula has been a recurrent geographic setting for phylogeographic
studies, which have mainly addressed the effect of past vicariant events on the present
patterns of genetic structure and the speciation process of numerous biological groups,
especially in vertebrates. However, other explanations for those patterns of biological
diversification have not been addressed with the same interest.

The present study used the wolf spider Pardosa sierra along with its closely related
species, P. atromedia and P. sura, as a model to test the hypothesis that sexual selection on
male’s courtship behavior drives and mantains the diversification among and within these
species. To achieve this, specimens of P. sierra were obtained from 11 sampling sites,
while the other two species were sampled each one, from one site. In order to test this
hypothesis, the following objectives were proposed: 1) describe and compare the courtship
behavior of the three species; 2) determine the amount and structure of genetic
differentiation among populations of P. sierra and P. atromedia using microsatellite
markers; 3) compare spatially and chronologically: a) the mitochondrial DNA phylogenetic
patterns previously reported for the three species, b) the present genetic variation patterns
obtained from microsatellite markers for P. sierra and P. atromedia, c) the courtship
behavior patterns of the three species and d) the vicariant events proposed for various taxa
which have distributions surrounding the Gulf of California and 4) search for genetic and
behavioral evidence of hybridization between P. sierra and P. atromedia and between two
mitochondrial lineages within P. sierra.

The findings of this study show that each species displays a particular courtship
behavior discernible by the sort of movements that are included in each repertoire;
furthermore, within P. sierra there are two courtship patterns that vary significantly in
intensity and frequency of use of the movements among groups of populations. There are
five genetically homogeneous populations, one of P. atromedia and four of P. sierra. There
is broad concordance between the mitochondrial phylogenetic pattern with respect to the
present population genetic variation pattern, but deep discordance between these two with
respect to the courtship behavior pattern. There is relatively equal concordance between
both genetic (phylogenetic and present population) and courtship behavior patterns with
respect to proposed vicariant events. Additionaly, genetic evidence was found for
hybridization between species (P. sierra and P. atromedia) and between mitochondrial
lineages within P. sierra, as well as behavioral evidence for the latter.

In general, these results suggest that, neither sexual selection on male’s courtship
nor vicariance, by their own offer a satisfying explanation for the genetic diversification of
the three species. Moreover, they suggest the existance of a potential hybrid zone between
P. sierra and P. atromedia that should be confirmed and analyzed to get valuable insight on
the factors that have taken place in the evolutive history of P. sierra and its sister species.

Key words: Pardosa sierra, speciation, sexual selection, courtship behavior, vicariance,

hybridization.
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1 INTRODUCCION

La complejidad del mundo viviente estd definida en términos de niimero de especies, ¢sta
es pues la métrica para desarrollar estrategias de conservacion y resaltar zonas de riesgo
sobre la pérdida de diversidad bioldgica. Pero para desarrollar estas estrategias de manera
oportuna se requiere adoptar una perspectiva evolutiva, que reconozca que las especies, no
solo son numeros y elementos de sistemas de clasificaciones fijas, sino entidades producto
y sujeto de procesos evolutivos continuos y extendidos en tiempo y espacio.

El conocimiento que tenemos de la mayoria de estos procesos es parcial, por lo
tanto, son temas de estudio que aun ofrecen mucho por descubrir, especialmente si se tiene
en consideracion la informacion que las técnicas de biolgia molecular ponen cada vez mas
al alcance. Como consecuencia directa de este desarrollo ha surgido la filogeografia,
ubicada alli donde se traslapan diversas disciplinas microevolutivas y macroevolutivas.
Esta rama del conocimiento tiene por objeto estudiar los principios y procesos que
determinan la distribucion geografica de linajes genealdgicos integrando informacion de
genética molecular, genética poblacional, etologia, demografia, biologia filogenética,
paleontologia, geologia y geografia historica (Avise, 2000).

Por otro lado, debido a su peculiar conformacién y a la diversidad de eventos
geoldgicos que la han afectado a lo largo de su historia, la peninsula de Baja California ha
sido un escenario geografico ampliamante recurrido para realizar estudios filogeograficos,
atendiéndose con particular interés el efecto de eventos vicariantes y cémo estos han
moldeado los patrones actuales de estructuracién genética e influido en el proceso de
especiacion (Grismer, 2000; Riddle et al., 2000c).

En un esfuerzo conjunto entre el Laboratorio de Genética para la Conservacion y el
Laboratorio de Aracnologia del CIBNOR, se inici6 hace cinco afios un estudio
filogeografico sobre Pardosa sierra Banks, 1898, una especie de arafia lobo facilmente
asequible por su amplia distribucion y abundancia, que habita casi exclusivamente en la
peninsula de Baja California (Correa-Ramirez et al., 2010b). El descubrimiento de que
otras especies habian sido sinonimizadas sin fundamento, bajo el nombre de P. sierra, y

que las poblaciones de esta especie estan genéticamente estructuradas a pesar de los altos



niveles de migraciéon, llevaron no sélo a demostrar la necesidad de continuar la
investigacion, sino a reforzar la vision de que la peninsula de Baja California representa un
excelente laboratorio bioldgico para el estudio de la biogeografia histérica y comparaday a
proponer la extension de los estudios a otros taxa y nuevas posibles explicaciones a la
diversificacién, dando origen conceptual al Proyecto “Filogeografia Comparada en el
Noroeste de México” (Garcia de Ledn, com. personal).

Si bien la vicarianza y la dispersion suelen ser los fendmenos historicos predilectos
para ponderarse en estudios filogeograficos (Avise, 2000) y en particular para la region
Noroeste de México (Grismer, 2000; Riddle et al., 2000c), es igualmente interesante
considerar explicaciones alternativas para los patrones observados de la diversidad genética
y distribucion de genealogias, como por ejemplo, seleccion sexual. En este sentido, P.
sierra posee caracteristicas excepcionales como modelo para el estudio simultaneo del
papel de eventos vicariantes y seleccion mediante factores etoldgicos. Los primeros, porque
su distribucion geografica y su asociacion a las orillas de oasis, arroyos y otros cuerpos de
agua en teoria, la hacen ajustarse al modelo poblacional discreto y por lo tanto, se esperaria
que presentara una marcada estructuracion genética (Correa-Ramirez, 2010); y porque,
como otras arafias, presenta rituales de cortejo estereotipados antes de la cépula que
permiten estudiar la relacion existente entre ciertos elementos del comportamiento
reproductivo, con el proceso de especiacion y poner a prueba hipotesis sobre seleccion
sexual y aislamiento reproductivo precopulatorio (Panhuis ef al., 2001; Verzijden et al.,
2005; Ritchie, 2007).

Ademas, los estudios previos sobre esta especie permiten tener un amplio marco de
referencia porque se conocen los grados de diferenciacion genética a diferentes escalas
temporales, desde la estructura poblacional actual, pasando por linajes divergentes dentro
de la misma especie y hasta la més profunda, a nivel de diferentes especies (Correa-
Ramirez et al., en preparacion), lo que permite comparar la influencia de los diferentes
factores, vicariantes y etoldgicos en diferentes fases de los procesos de especiacion.

De hecho Ritchie (2007) sugiere que los estudios filogeograficos, como el aqui
planteado, ofrecen una escala mas apropiada para detectar la influencia de la seleccion

sexual en la diferenciacion evolutiva, en lugar de las aproximaciones que tradicionalmente



se han utilizado, los basados en métodos comparativos entre grupos en los que se presume
ha habido explosiones de especiacion.

La estructura de este trabajo se basa en la propuesta de principios de concordancia
genealogica (Avise y Ball, 1990) segun la cual, en organismos de reproduccion sexual, las
agrupaciones filogenéticas basadas en diferentes rasgos genéticos s6lo concuerdan cuando
actia una fuerza evolutiva de gran magnitud (tal como barreras intrinsecas de aislamiento
reproductivo o eventos vicariantes) que les da a todas una conformacion coincidente
(Avise, 2004). Este seria el modelo nulo, contra el que se compararian las concordancias y
discordancias observadas entre la informacién disponible sobre la filogenia mitocondrial de
P. sierra (Correa-Ramirez et al., en preparacion), y la informacion generada en este trabajo,
tanto sobre la estructura genética poblacional con base en loci microsatélites, como de los
patrones de comportamiento reproductivo. Integrando esta informacién, se buscara
responder interrogantes como: /;Existe concordancia entre la informacién genealogica
proveniente de ADN mitocondrial, loci microsatélites y patrones conductuales? Aparte de
la vicarianza, ;qué otros fendmenos podrian explicar los patrones de especiacion
observados en P. sierra y dos especies cercanamente emparentadas, P. atromedia y P.
sura? ;{Qué papel ha jugado la seleccion sexual sobre el comportamiento reproductivo en
los procesos de especiacion de estas especies? ;Existe hibridacion inter-especifica entre
ellas?

Esta ultima pregunta es de particular interés, porque las zonas hibridas proveen un
cimulo de informacidn sobre los posibles estados y grados de divergencia entre
poblaciones que estan en fases tempranas de especiacion, asi como sobre la ecologia,
biologia e historia evolutiva de las especies bajo estudio (Harrison, 1993). El
descubrimiento de una zona hibrida permitiria estudiar desde otro enfoque el papel del
cortejo y otros factores suceptibles a la seleccién natural y sexual y profundizar en el

entendimiento del devenir evolutivo de estas arafias.



2 ANTECEDENTES

Los estudios recientes de biogeografia historica que se han llevado a cabo en la peninsula
se han enfocado en explicar los actuales patrones de diversidad genética como
consecuencia de la historia geoldgica, particularmente de los eventos vicariantes
relacionados con la formacién del Golfo de California y la conformacién de la peninsula de
Baja California durante el Mioceno y el Plioceno, y de las fluctuaciones climaticas de las
glaciaciones del Pleistoceno y la desertificacion del Holoceno.

Murphy (1983), seguido de Grismer (1994) fueron de los primeros en sefialar la
importancia de los eventos vicariantes sobre la biota de la regidn, relacionando la
distribucion actual de especies de reptiles desérticos de la peninsula de Baja California, en
el Noroeste de México y Suroeste de Estados Unidos, con la existencia de eventos
vicariantes asociados a la formacién y transformaciones de la peninsula de Baja California
durante el Plioceno y el Mioceno. En estos primeros estudios destacaban como eventos
vicariantes la formacion del Golfo de California o la separacion de la peninsula de Baja
California, migracion de la Region del Cabo desde su desprendimiento de la costa de lo que
hoy es Nayarit, hasta unirse a la peninsula, las Transgresiones Nortefias del Golfo de
California y la Formacién de un canal Inter-Peninsular que volvio a separar a la Region del
Cabo del resto de la peninsula.

La siguiente generacion de estudios pueden considerarse filogeograficos, pues
incorporaron la utilizaciéon de marcadores moleculares, particularmente de genes
mitocondriales, que permitieron alcanzar un nuevo nivel de resolucion en la evaluacion de
las relaciones filogenéticas entre poblaciones y descubrir gran cantidad de diversidad
criptica. Uno de estos estudios fue el de Upton y Murphy (1997), que tuvo la particularidad
de proponer un nuevo evento vicariante al repertorio ya existente, el canal interpeninsular
del Vizcaino. Entre otros trabajos destacan, Riddle ez al. (2000a, 2000b, 2000c), Alvarez-
Castafieda y Patton (2004), y Zink y Blackwell (1998) y Zink et al. (1997, 2000, 2001),
quienes extendieron los estudios a otros taxa como mamiferos y aves respectivamente,
robusteciendo con la nueva informacion, las evidencias sobre la influencia de todos estos

eventos vicariantes en la historia biogeografica de la peninsula.



Otros estudios de filogeografia mas recientes y enfocados en especies de otros taxa
como arafias (Crews y Hedin, 2006), moscas (Hurtado et al., 2004; Pfeiler et al., 2007) o
plantas (Nason et al., 2002) entre otros, o de taxa ya ampliamente estudiados como reptiles
(Mulcahy y Macey, 2009), aunque no han dejado de obtener evidencia sobre los efectos de
los eventos vicariantes, han complementado también con otras aportaciones como
incorporar nuevos factores en sus modelos explicativos, por ejemplo la existencia de zonas
de “refugio” donde la flora y fauna pudieron permanecer durante los periodos glaciales, los
efectos de la dispersion o de las relaciones huésped/hospedero. También han sefialado la
importancia de ser mas rigurosos a la hora de considerar las evidencias geologicas que
soportan las propuestas de eventos vicariantes y cdmo interpretarlas en el contexto
filogeografico (Crews y Hedin, 2006; Lindell et al., 2006; Wood et al., 2008). Incluso
existe un estudio donde Queiroz y Lawson (2008) propusieron la distribucion de la culebra
Thamnophis validus (Kennicott, 1860) como el resultado de la dispersion reciente a través
del Golfo de California y no de los movimientos tectonicos como se consideraba previo a
este trabajo.

Por su parte el género Pardosa Koch, 1874, es uno de los cinco género de arafias mas
numerosos del mundo, con mas de 530 especies que ocurren en todos los continentes. Se
caracteriza porque la region cefalica del prosoma es relativamente mds alta que en otros
licosidos y los lados del rostro son casi verticales. En los gonopodios (6rgano reproductor
de los machos), la apofisis media es gruesa y bien esclerozada, el émbolo es una espina
larga y curvada, mientras que el epiginio (6rgano sexual femenino) tiene una estructura con
forma de T invertida (Vogel, 2004). Las especies de Pardosa de Norteamérica se clasifican
en 15 grupos de especies definidos por caracteristicas de los drganos reproductores,
especialmente de los pedipalpos (gonopodios) de los machos.

Pardosa sierra, P. atromedia Banks, 1904 y P. sura Chamberlin e Ivie, 1941 se
describieron originalmente como especies distintas, todas pertenecientes al grupo
lapidicina. Barnes (1959), haciendo una revision de este grupo, las sinonimizé como P.
sierra, tomando en cuenta que las variaciones morfologicas de los genitales masculinos
eran menores y no correlacionadas con su amplia distribucion geografica (que abarcaba

desde California hasta Texas en E.U.A. y gran parte de los estados nortefios de México);



este mismo autor, reconocid la existencia de al menos dos morfos distintos para los
epiginios de las hembras, pero no les dio relevancia a nivel taxonémico.

Pardosa sierra, en particular es una de tantas especies habitantes de la peninsula de
Baja California que se han utilizado para llevar a cabo estudios filogeograficos (Correa-
Ramirez 2010, Correa-Ramirez et al., 2010b; Correa-Ramirez et al., en preparacion). Es
una especie caracterizada principalmente por preferir héabitats en estrecha asociacion a
cuerpos de agua, particularmente zonas rocosas a orilla de arroyos o estanques (Van Dyke y
Lowrie, 1975; Punzo y Farmer, 2006). Esta especie pertenece a la familia Lycosidae
Sundevall, 1833, que se caracteriza por agrupar arafias cazadoras cursoriales, por el arreglo
caracteristico de sus 0jo en tres filas (4 anteroinferiores, 2 anterosuperiores y 2 posteriores),
por la falta de apdfisis tibial retrolateral en el pedipalpo del macho y por el cuidado
maternal de las hembras que cargan el ovisaco en sus hileras y posteriormente a las recién
emergidas arafiuelas sobre su abdomen (Murphy et al., 2006). Como todas las arafias, P.
sierra es una especie de reproduccion sexual dioica. También como en todas las arafias, los
machos, tienen pedipalpos modificados con los que transfieren el esperma a los
receptaculos seminales de las hembras, y éstas, por su parte, pueden copular con varios
machos, encapsular el esperma de cada uno por separado y controlar cudl utilizaran para la
fertilizacidn; la dispersion suele darse durante la fase juvenil (Foelix, 2011).

El primer aporte de los estudios filogeograficos de P. sierra (Correa-Ramirez, 2010;
Correa-Ramirez et al., 2010b), fue reconocer la validez de las tres especies como se habian
descrito originalmente, y en consecuncia anular la sinonimia establecida por Barnes (1959).
Esto se hizo con base en las diferencias encontradas en un caracter morfoldgico, la forma
de la placa genital femenina, y en el andlisis de distancias genética entre secuencias de un
fragmento del gen mitocondrial de la subunidad I de la citocromo oxidasa (COI) de las tres
especies. Como consecuencia, las areas de distribucion de las tres especies se delimitaron
como sigue: el area de distribucidon de P. sierra quedo restringida a la peninsula de Baja
California, la de P. atromedia se limité al centro y sur del estado de California, E.U.A., y P.
sura quedd con la distribucidn mas amplia, que incluye Oregon, noreste de California,

Utah, Colorado, Arizona y Texas en E.U.A. y desde Chihuahua hasta Veracruz en México,



excluyendo a Sonora, Sinaloa y la peninsula de Baja California (Correa-Ramirez et al.,
2010Db).

Ademas, Correa Ramirez ef al. (2010a) desarrollaron una bateria de 10 loci
microsatélites para ser usados en P. sierra, tanto en filogeografia, como en el unico estudio
de genética de poblaciones de arafias del que se tenga conocimiento, utilizando este tipo de
marcadores moleculares. Como resultado de éste, se encontré que P. sierra presenta
diferenciacion genética pequefia pero significativa a lo largo de la peninsula,
conformandose al menos cinco poblaciones distintas: una en Sierra de la Laguna, otra en El
Novillo, y las demds separadas entre San Pedro de la Presa-San Isidro, Cadejé y El
Rosarito-Ensenada. Ademds encontraron altos niveles de flujo genético entre los sitios
muestreados por lo que infirieron una alta capacidad de dispersidn, aunque no llegaron a
explicar sus mecanismos.

Otro de los aportes importantes en cuanto a la filogeografia de P. sierra y sus
especies cercanas P. atromedia y P. sura, fue la propuesta hecha por Correa-Ramirez
(2010) refomulada posteriormente por Correa-Ramirez et al. (en preparacion), sobre la
historia evolutiva de las tres especies, a partir de andlisis filogenéticos utilizando los genes
mitocondriales COI y del ARN de la subunidad 16S. Consideraron varias especies de
Pardosa de los grupos lapidicina (incluyendo P. sierra, P. atromedia y P. sura) y milvina,
y calcularon tiempos de divergencia entre especies y linajes. Luego los correlacionaron con
eventos vicariantes acontecidos en la peninsula y con cambios climéticos sucedidos durante
el Pleistoceno. Seglin sus reconstrucciones filogenéticas, P. lapidicina Emerton, 1885 y P.
atromedia son especies hermanas (los dos descendientes mds cercanos entre si con un
ancestro comun) y ambas forman el clado hermano de P. sierra, mientras que P. sura es
hermana de P. vadosa Barnes, 1959 y P. steva Lowrie y Gertsch, 1955 es hermana de P.
valens Barnes, 1959. Estas ultimas cuatro especies forman el clado hermano de las tres
primeras. Mas aun, encontraron coincidencias entre los tiempos de divergencia que
estimaron entre diferentes especies dentro del grupo lapidicina y los tiempos reportados
para diversos eventos geologicos. Esto los llevo a proponer un escenario evolutivo en el
que el grupo lapidicina primero se separd en dos, una parte en la peninsula de Baja

California (grupo P. sierra y P. atromedia) y la otra en México continental (grupo P.



vadosa y P. sura), aproximadamente hace 5.61 millones de afios debido a la separacion de
la peninsula de la masa continental o formacion del Golfo de California. Despugés, el linaje
que dio origen a P. sierra se separd del que formo a P. atromedia, esto corresponderia a la
introgresidn marina nortefia, un evento vicariante que ocurrié hace aproximadamente 4.1
millones de afios en las inmediaciones de la actual cabeza del Golfo de California.
Finalmente, el linaje de P. sierra se separ6 en dos (un linaje de California, E.U.A. y otro de
la peninsula de Baja California) hace aproxiamadamente 2.05 millones de afios,
correspondiendo con el incremento del nivel del Rio Colorado que ocurri6 entre el Plioceno
tardio y el Pleistoceno temprano. Estos dos linajes determinados mediante ADN
mitocondrial, son mencionados recurrentemente a lo largo del presente trabajo y se refieren
especificamente a esta propuesta realizada por Correa-Ramirez et al. (en preparacion).

Como puede verse, las hipotesis de especiacion y diversificacion de linajes por
vicarianza han sido ampliamente consideradas para los estudios de biogeografia historica
de la peninsula de Baja California. Sin embargo, ademds de las explicaciones de
diversificaciéon por vicarianza o por eventos geoldgicos o por dispersion, pueden
encontrarse otras, que sean alternativas o complementarias, relacionadas con la seleccion
ambiental y/o sexual y que no se han puesto a prueba en esta ni en otras especies que
habitan la peninsula.

Existen al menos dos casos de estudios de arafias, uno del género Tetragnatha
Latreille, 1804 en Hawaii (Gillespie, 2004) y otro del género de arafias lobo Hogna
Latreille, 1819 en las Galdpagos (De Busschere et al., 2010, 2012), en los que se ha
encontrado que tanto el aislamiento geografico entre las diferentes islas como la adaptacion
a ambientes distintos dentro de las mismas, han contribuido a la diversificacion de estos
grupos de arafias. En ambos estudios se comprob6 que las especies de varias islas tenian
adaptaciones morfoldgicas similares que les permitian sobrevivir en ambientes del mismo
tipo. Sin embargo, las especies cohabitantes al interior de cada isla, eran filogenéticamente
mas cercanas entre si (aun cuando morfologica y ecoldgicamente estaban claramente
diferenciadas), que con respecto a sus equivalentes ecologicos de otras islas. Este patron en

la composicién de especies tuvo que ser resultado de especiacion alopatrica conforme se



fueron colonizando las islas, seguida de especiacion ecoldgica relativamente reciente dentro
de cada isla.

En otro estudio se demostré la importancia de la seleccion sexual sobre el cortejo en
la diversificacién de un grupo de arafas saltadoras Habronattus pugillus Griswold, 1987.
En esta especie, los machos de poblaciones alopatricas pero proximas entre si, tienen
diferencias muy marcadas en ornamentos corporales y en los cortejos en los que €stos son
desplegados mientras que las hembras no varian. Masta y Maddison (2002) encontraron
que estos rasgos de los machos se encuentran bajo seleccion sexual y desarrollaron un
método basado en simulaciones y comparacion de arboles de genes con el que
comprobaron que la tasa de fijacion de estos rasgos sexualmente seleccionados, es
significativamente mayor a la de genes mitocondriales neutrales. Ademas encontraron
diferentes niveles de aislamiento reproductivo entre diferentes combinaciones de
poblaciones. De todo esto concluyeron que entre estas poblaciones, existe un proceso de
especiacidn incipiente que es dirigido por seleccion sexual.

En arafias lobo no se han llevado a cabo estudios con el objetivo especifico de
comprobar la existencia de especiacion por seleccion sexual. Aunque no existen
antecedentes especificos sobre el comportamiento reproductivo de P. sierra, los cortejos de
arafias lobo han sido abundantemente estudiados y el estado actual del conocimiento
sugiere que P. sierra es un modelo adecuado para poner a prueba hipdtesis de especiacion
por seleccion sexual sobre el cortejo. A continuacidn se presentean los antecedentes que
sustentan esta propuesta con mayor puntualidad.

Tradicionalmente se ha considerado que en arafias, el cortejo cumple con dos
funciones principales, la supresion de los instintos depredadores, principalmente de la
hembra pero puede ser de ambos consortes; y la excitacién o estimulacién mutua, ya que
las hembras por lo general permanecen pasivas mientras no sean lo suficientemente
estimuladas (Turnbull, 1973; Robinson, 1982; Brusca y Brusca, 1990; Foelix, 2011). Estos
patrones de cortejo funcionan entonces como mecanismos de reconocimiento
intraespecificos y son particulares para cada especie, por lo que permiten el encuentro y
apareamiento de consortes homoespecificos pero no heteroespecificos (Jiménez, 1984). Tan

es asi, que las pautas de comportamiento son complementos importantes en las
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determinaciones taxondmicas y en la diferenciacion de especies estrechamente
emparentadas (Jiménez, 1984) e incluso se ha llegado a proponer el nombre de
“etoespecies” para definir especies “reproductivamente aisladas de otras, inicamente por
mecanismos de comportamiento que ocurren durante el cortejo, pues fuera de eso, son
especies morfoldgica y ecoldgicamente idénticas” (Hollander y Dijkstra, 1974).

Por ejemplo, el grupo /ugubris dentro del género Pardosa se distribuye en gran parte
del continente europeo. Topfer-Hofmann ez al. (2000) estudiaron ejemplares vivos de
diversas procedencias y por observaciones de cortejo asi como de pruebas de
aceptacion/rechazo de los machos por parte de las hembras, fueron capaces de identificar
seis especies distintas, muchas de las cuales presentaban simpatria en algunos de los sitios
muestreados y, mientras que no podian diferenciarse morfoldgicamente, eran perfectamente
distinguibles mediante los rasgos conductuales.

En otro estudio, Stratton y Uetz (1986) utilizaron un par de especies de arafia lobo
morfoldgicamente indistinguibles, Schizocosa ocreata (Hentz, 1842) y S. rovneri Uetz y
Dondale, 1979, que estan reproductivamente aisladas por tener cortejos distitnos. Mediante
apareamientos “forzados” en el laboratorio utilizando hembras anestesiadas, obtuvieron
hibridos de primera generacidn, los machos de los cuales presentaban elementos de cortejo
de ambas especies parentales. Machos y hembras hibridos resultaron etologicamente
estériles, pues los machos, a pesar de cortejar, no fueron aceptados por ninguno de los tres
tipos de hembras (hibridos o cada una de las especies parentales), y las hembras hibirdas no
aceptaron a ninguno de los tres tipos de machos. El hecho de que las hembras hibridas no
prefirieran a los machos hibridos indic6 que no hay acoplamiento entre los
comportamientos de cortejo de los machos y los de receptividad de las hembras. Sin
embargo, los hibridos produjeron descendencia fértil mediante apareamiento “forzado”.
Ademas, estudiando el comportamiento de cortejo de hibridos F1, F2 y retrocruzas, los
autores encontraron que pobablemente la herencia en algunos aspectos de estos
comportamientos, estd relacionada con un tinico locus autosémico y que el comportamiento
de cortejo y los caracteres sexuales secundarios, no se segregan independientemente.

Un estudio muy similar al anterior fue el realizado por Costa y Francescoli (1991)

con las especies de arafia lobo Lycosa thorelli (Keyserling, 1877) y L. carbonelli Costa 'y
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Capocasale, 1984, las cuales son simpatricas, sinmorficas y sincronicas pero de cortejos
muy distintos. Al igual que en el estudio de Stratton y Uetz (1986), ellos utilizaron
apareamientos forzados para obtener hibridos y comprobaron la ausencia de aislamiento
reproductivo post-copulatorio entre las especies parentales y los hibridos.

Otros estudios recientes han encontrado que ademds de ser importantes en el
reconocimiento entre consortes de la misma especie, hasta el punto de no permitir las
cruzas interespecificas, los cortejos también son importantes porque la intensidad con que
son desplegados (medida por ejemplo, como el tiempo que los machos despliegan cierto
comportamiento entre el tiempo total de observacidn), es un fiel indicador de la condicién
del macho, y por lo tanto es un rasgo del que las hembras toman informacién a la hora de
aceptar o rechazar la copula con éste. Como consecuencia, los machos que tienen cortejos
mas intensos tienen mas probabilidades de aparearse que aquellos que cortejan con menor
intensidad (Scheffer et al., 1996; Delaney et al., 2007; Gibson y Uetz, 2008; Lomborg y
Toft, 2009; Shamble ef al., 2009). La preferencia de las hembras por cierto tipo de cortejos,
podria en teoria, ser un disparador de reproduccién diferencial, y por lo tanto la divergencia
de linajes.

Pero no siempre las diferencias de cortejo resultan en aislamiento reproductivo entre
especies, pues también existen varios casos documentados de hibridacion de distintas
especies de arafias en condiciones tanto naturales como de laboratorio.

Fernandez-Montraveta et al. (2001) hicieron cruzas en laboratorio entre individuos
de Lycosa tarentula fasciiventris Dufour, 1835 y otra especie no descrita de Lycosa y
encontraron que las diferencias de cortejo no ejercen una barrera absoluta de aislamiento
reproductivo entre ellas pues aproximadamente la mitad de los experimentos entre machos
de L. tarentula fasciiventris con hembras de Lycosa sp. resultaron en apareamientos aunque
ninguno produjo descendencia.

En condiciones naturales también se ha detectado hibridacion en diferentes especies
de arafias. En varios estudios se ha utilizado ADN mitocondrial para determinar la
existencia de introgresion de haplotipos de una especie en individuos que por su
morfologia, distribucion, afinidades ecoldgicas o ADN nuclear correspondian a otra

especie. Hedin y Lowder (2009) observaron algunos casos de este fendmeno en arafias
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saltadoras del género Habronattus F. O. P-Cambridge, 1901; mientras que Lattimore et al.
(2011) lo hicieron en arafias del género Dolomedes Latreille, 1804.

También utilizando ADN mitocondrial Croucher et al. (2004, 2007) encontraron
que tres especies de arafias de la familia Agelenidae Latreille, 1804 (Tegenaria atrica C. L.
Koch, 1843, T. saeva Blackwall, 1844 y T. gigantea Chamberlin e Ivie, 1935), tienen
distribuciones traslapadas en el oeste de Europa e hibridan asimétricamente entre si, pues se
encontraron haplotipos de 7. gigantea en ejemplares de 7. saeva, pero no viceversa.
Describieron una zona hibrida (zonas donde confluyen dos grupos genéticamente distintos
y producen descendencia con ancestria mezclada), notable por el hecho de que la
hibridacién es mucho mas frecuente en zonas a las que ambas especies han extendido su
distribucion recientemente y porque se trata de una zona de tension, en la que los hibridos
tienen menor eficacia bioldgica (“fitness” en inglés), y sin embargo, no encontraron
desplazamiento de caracteres, es decir evolucion de rasgos fenotipicos contrastantes que
facilitan la identificacion de individuos conespecificos en zonas de contacto (pero no en sus
distribuciones alopatricas) como resultado de la presion selectiva ejercida por la baja o nula
viabilidad, eficacia o fertilidad de los hibridos.

El unico caso documentado de una probable zona hibrida entre arafias lobo es el
estudiado por Reiskind y Cushing (1996) quienes propusieron una zona hibrida de 300
metros de ancho en Florida, E.U.A., donde hibridan Hogna ammophila (Wallace, 1942)
(=Lycosa ammophila) y Hogna ericeticola (Wallace, 1942) (=Lycosa ericeticola). La
identificacion y descripcion de esta zona hibrida se hizo en base a caracteres morfologicos
unicamente. Encontraron machos con pedipalpos que eran intermedios en apariencia, por su
estructura y tamafio, entre los de las dos especies parentales. Estos machos fueron
considerados hibridos de primera generacidn pero no encontraron evidencias de
introgresion hacia las especies parentales. Ademas corroboraron mediante experimentacion
controlada, que a pesar de que las diferencias entre los genitales de los machos son
dramaticas, éstas no son suficientes para impedir el apareamiento interespecifico, ya que no
existe aislamiento pre-copulatorio entre las dos especies.

Todos estos antecedentes hacen suponer la existencia de hibridacién entre las

especies abordadas en el presente estudio. Este fendmeno es de gran interés en la medida de
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poder confirmar la identidad especifica bajo el concepto de especie biologica, el cual
menciona que dos especies deben estar reproductivamente aisladas una de otra y por lo
tanto se requiere comprobar que no hibridan entre si para corroborar que el proceso de
especiacidon esta completo y se les puede considerar especies en el sentido estricto de esta
definicion. Por otro lado, las zonas hibridas, que son zonas donde confluyen dos grupos
genéticamente distintos y producen descendencia con ancestria mezclada, juegan un papel
crucial en el origen de nuevas especies, pudiendo llevar a muchos desenlaces distintos, cada
uno de los cuales ofrece por si mismo una posible explicacidon al proceso de especiacion
(Kawakami y Butlin, 2001; Mallet, 2005; Schwenk et al., 2008; Abbott et al., 2013; Feder
etal.,2013).

La aproximacion conceptual que se seguird en el presente estudio para hacer una
comparacion entre las posibles explicaciones en el origen de especies y linajes (vicarianza,
seleccidon sexual sobre el cortejo) de P. sierra, P. atromedia y P. sura, se basa en los
principios de concordancia propuestos por Avise y Ball (1990). De acuerdo con Avise
(2004) la concordancia entre varias estructuras filogenéticas cuasi-independientes obtenidas
de diferentes loci solo puede darse como resultado de una interrupcion del flujo genético
sostenida durante un periodo de tiempo lo suficientemente largo para que las genealogias
de todos los genes alcancen un estado de monofilia reciproca dentro de cada linaje. Estas
interrupciones al flujo genético podrian deberse a barreras intrinsecas de aislamiento
reproductivo o extrinsecas como los eventos vicariantes que impidieron el contacto entre
las poblaciones, precisamente las dos posibles explicaciones que se contrastaran en el
presente estudio.

Segun Avise (2004), estos principios abarcan cuatro aspectos que deben ser
abordados en escalas tanto espacial como temporalmente apropiadas: I) concordancia entre
multiples cambios nucleotidicos dentro de una misma secuencia o gen; II) concordancia
entre las genealogias de multiples genes o loci dentro de una misma especie; III)
concordancia entre las estructuras filogeograficas de varias especies codistribuidas; y 1V)
concordancia entre las genealogias genéticas y evidencias biogeogréficas tradicionales.

Aunque se suele preferir la comparacion de genes mitocondriales y genes nucleares

en busca de concordancia, Avise (2000, 2004) explica que al abordar el aspecto II bajo un
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marco mas amplio, también se puede utilizar informacién sustituta que puede provenir de
apreciaciones de genética poblacional tradicional como frecuencias alélicas y distancias
genéticas (preferiblemente de varios loci nucleares); o alternativamente, de enfoques
geograficos de los fenotipos de los organismos como caracteres morfologicos o de
comportamiento que se presuma pueden registrar diferencias genéticas notables entre las

poblaciones monitorizadas.
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3  JUSTIFICACION

Por su peculiar conformacion, la peninsula de Baja California siempre ha llamado la
atencion de naturalistas y cientificos de las ciencias de la tierra. En tiempos recientes, ha
habido un furor creciente en estudiar esta zona, producto de la aparicion de nuevos
paradigmas cientificos como la filogeografia y la tectonica de placas, lo que ha permitido
develar considerables niveles de diversidad genética en la region y explicarla en funcion de
eventos geoldgicos localizados en tiempo y espacio (Grismer, 1994; Avise, 2000).

Sin embargo, esto probablemente también ha resultado en que se haya
sobredimensionado la importancia de los eventos vicariantes, sin ejercer rigurosidad a la
hora de asociar diferentes eventos vicariantes con eventos de cladogénesis. La prueba esta
en la gran cantidad de fechas y ubicaciones geograficas que diferentes autores atribuyen a
los mismos eventos vicariantes (p. €j. ver el resumen de Munguia-Vega, sin publicar; o
comparar entre Grismer, 1994; Riddle et al., 2000c; y Murphy y Aguirre-Leon, 2002).

El formular y comprobar explicaciones alternativas, como se propone en el presente
estudio considerando la seleccion sexual sobre el cortejo, sentaria precedente de un nuevo
camino para el desarrollo de investigaciones encaminadas a tener una mejor comprension
de la historia bioldgica de la peninsula de Baja California y el Noroeste de México, que
ponderen de manera mds objetiva la importancia de los eventos vicariantes y lleven el
estudio de la especiacion a un nivel de resolucion mas profundo, que ademas de los eventos
vicariantes, tome en cuenta otros actores como la seleccidn, tanto natural como sexual, que
seguramente tienen influencia, pero hasta ahora no se sabe de qué magnitud y tipo, porque
han sido generalmente relegadas en los estudios filogeograficos del Noroeste Mexicano.

Aunque existe gran desconocimiento de la diversidad del orden Araneae, los
cortejos de las arafias lobo han sido una excepcion, pues se han estudiado profusamente.
Sin embargo estos estudios no se han visto acompaifiados de estudios paralelos a nivel de
filogeografia ni genética de poblaciones, inicialmente por la ausencia de medios técnicos
(el desarrollo de marcadores moleculares es relativamente reciente) o por una aparente
desintegracion entre estas disciplinas. Gracias a los estudios que se han llevado a cabo en

Pardosa sierra (Correa-Ramirez, 2010; Correa-Ramirez et al., 2010a, 2010b, en
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preparacion), hoy se se cuenta con conocimientos y medios técnicos que permiten un
enfoque innovador para el estudio de la evolucidn de esta especie, integrando informacion
filogeografica, genética poblacional y conductual, para poner a prueba hipdtesis alternativas
a las de vicarianza ya propuestas (Correa-Ramirez et al., en preparacion) en la explicacion
de su historia evolutiva.

Ademas del interés intrinseco que entrafia el comprender los procesos evolutivos,
este tipo de estudios son de gran importancia para la elaboracion de estrategias de
conservacion en una zona de tantos endemismos y riqueza biologica como es la peninsula
de Baja California, porque generan conocimiento sobre cdmo se ha originado esta riqueza,
ddénde se encuentra actualmente y como se puede ver afectada, permitiendo asi encausar los

esfuerzos de conservacidon de manera 6ptima.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar si la diversificacion en Pardosa sierra, P. atromedia y P. sura, y su mantenimiento
como linajes independientes, se explican mds satisfactoriamente como el resultado de

seleccion sexual sobre el cortejo, que como el resultado de eventos vicariantes.

4.2 Objetivos particulares

a) Describir los patrones de cortejo de Pardosa sierra, P. atromedia'y P. sura.

b) Determinar el nimero de poblaciones genéticamente homogéneas en las muestras
recolectadas de P. sierra 'y P. atromedia.

c) Establecer la estructura genética de las poblaciones muestreadas de P. sierra.

d) Comparar los patrones de cortejo con los patrones filogenéticos mitocondriales hasta
ahora conocidos, para las tres especies, con la estructuracion genética actual de las
poblaciones de P. sierra'y con los eventos vicariantes propuestos en la literatura.

e) Detectar evidencias de hibridacidn entre P. sierra y P. atromedia y entre los dos linajes
mitocondriales de P. sierra, mediante el uso de marcadores moleculares y experimentos de

cortejo y apareamiento.
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5 HIPOTESIS

Ho: Si los procesos de especiacion y diversificacion de linajes en P. sierra y especies
cercanas son facilitados y dirigidos por el cortejo, entonces se esperaria que:

-Los patrones de cortejo concuerden con los patrones filogenéticos mitocondriales pero no
con eventos vicariantes propuestos.

-Cada especie y cada linaje interespecifico tenga un cortejo propio caracteristico que
impide la hibridacién y que las poblaciones genéticamente aisladas presenten cortejos

diferenciados.

Ha: Si los eventos vicariantes son los que han provocado la diversificacion de linajes se
esperaria que:

-Los patrones filogenéticos mitocondriales concuerden con eventos vicariantes propuestos.
-Los patrones de cortejo concuerden o no con los patrones filogenéticos mitocondriales e

impidan o no la hibridacion.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio y trabajo de campo

El disefio del muestreo se orient6 a cubrir exhaustivamente un area relativamente pequeiia,
comparada con el area de distribucion de las especies, donde se esperaba encontrar una
zona de confluencia (posiblemente una zona hibrida) entre P. sierra y P. atromedia. Esta
area comprendié aproximadamente 50,000 km® y abarcando partes del norte de la peninsula
de Baja California y sur de California, E.U.A. Adicionalmente se muestred al menos un
sitio por especie, donde se encontraran ejemplares “puros” de P. sierra, P. atromedia y P.
sura, que pudieran servir como referencia de los rasgos genéticos, morfologicos y
etologicos tipicos de cada especie. Con excepcion del sitio EI Novillo (NOV), del que se
utiliz6 material previamente recolectado para un estudio anterior (Correa-Ramirez, 2010),
todos los demas sitios se muestrearon explicitamente para el presente estudio. En la Figura
1 se presenta un mapa con la ubicacion geografica de cada sitio de muestreo y en la Tabla I
se detallan, de cada sitio, la localidad, las coordenadas geograficas, el tipo de vegetacion e
informacion de las condiciones de recolecta. En el Anexo 1 se incluyen fotos de los sitios
de muestreo.

Las arafias fueron capturadas manualmente durante el dia por una a cuatro personas,
y siempre se las encontrd en microhdbitats formados por cuerpos de agua rodeados o
flanqueados por zonas pedregosas, de suelo arenoso y con vegetacion herbacea de
medianamente densa a muy escasa. Se tomaron datos de temperatura y humedad relativa
ademas de hora, fecha y coordenadas geograficas. Para cada sitio de muestreo se procur6
recolectar aproximadamente 20 individuos vivos (utilizando frascos de plastico de 110 mL
con un pedazo de algodén humedecido y resguardados en una hielera a aproximadamente
15 °C para evitar la deshidratacion de las arafias) para los experimentos de cortejo y
apareamiento, y aproximadamente 50 individuos fijados en alcohol al 96% a temperatura
ambiente para preservacion y extraccion de ADN. Los ejemplares recolectados en el sitio

Bertagnolli Ranch, Mount Diablo en el Centro de California, E.U.A. (CCA) se mantuvieron
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en el alcohol a temperatura infierior a 10°C desde el momento de la recoleccion hasta la
extraccion. En aquellos sitios donde la densidad de ejemplares era baja, se procurd
recolectar ejemplares vivos prioritariamente y estos mismos se utilizaron para extraer ADN
una vez concluida su utilizacion para los experimentos de cortejo y apareamiento.

La determinacidon taxonomica de las arafias recolectadas se hizo en base a los
epiginios de las hembras maduras siguiendo la descripcion de Correa-Ramirez et al.
(2010b). Los ejemplares machos e inmaduros se consideraron de la misma especie que las

hembras recolectadas en el mismo evento de muestreo.
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Figura 1. Sitios de muestreo de Pardosa sierra, P atromedia 'y P. sura con acercamiento en
la zona de frontera entre el estado de Baja California, México y California, E.U.A. El
nombre y localizacion de cada sitio se explican en la Tabla I.
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Tabla 1. Informacion de los muestreos de P. sierra, P. atromedia y P. sura. Se muestran
los acronimos de cada sitio de muestreo, nombre de la localidad, ubicacion, tipo de
vegetacion, altitud y coordenadas geograficas, asi como fechas de recolecta, condiciones
ambientales durante la misma y cantidad y especie de los ejemplares recolectados.
NL = Nuevo Ledén, BCS = Baja California Sur, BC = Baja California, CA = California,
MEX = Meéxico, EUA = Estados Unidos de América, HR = humedad relativa,
T = temperatura, NP = numero de individuos recolectados preservados para analisis
genéticos, NV = numero de individuos recolectados vivos para andlisis de comportamiento
reproductivo. Las clasificaciones de la vegetacion son de acuerdo a: ' Rzedowski (2006), >
Gonzéalez-Abraham et al. (2010) y * Ornduff et al. (2003).

Coordenadas Geograficas

Acrd- Especie Localidad Mcumiilp (110 © Estado Pais

nimo ondado Lat. (Norte) Long. (Oeste)
MTY  P.sura Parque La Estanzuela Monterrey NL MEX 25°32'58.87" 100°16'9.61"
NOV  P.sierra ElNovillo La Paz BCS MEX 23°55' 110°13'

LPZ  P.sierra Presa de la Buena Mujer La Paz BCS MEX 24°05'17.44" 110°11'29.3"

Arroyo El Mejin, Carretera
ENS1 P.sierra Ensenada-Sierra de San Ensenada BC MEX 30°58'49.6" 116°5'41.5"
Pedro Martir

Arroyo San Salvador,
Puente Rancho Viejo, Carr.
Fed. #3 San Felipe-
Ensenada

ENS2  P. sierra Ensenada BC MEX 31°51'9.1" 116° 4'39.4"

Arroyo San Carlos, Rancho

ENS3  P. sierra San Carlos

Ensenada BC MEX 31°47'10.6" 116°30'18.2"
Arroyo San Antonio de las

ENS4  P. sierra Minas

Ensenada BC MEX  31°58'8.3" 116°39'31.1"

Rancho Las Liebres, Carr.
ENSS5 P.sierra Fed, #3 Ensenada BC MEX 31°35'3.8" 116°1'57"
San Felipe - Ensenada

Arroyo Las Palomas, Zona

TCT  P.sierra Urbana, Tecate ~ BC  MEX 32°22'263" 116°21'16.7"
Ejido Guadalajara #2
SCA1  P.sierra  San Felipe Creck SanDiego CA  EUA  33°3'57.9"  116°33' 11.4"
SCA2 P sierra  SanJuan Creek Orange ~ CA  EUA 33°36'26.78" 117°26 38.69"
SCA3  P.sierra oo own SanDiego CA  EUA  32°50'35.8" 116°36' 16.4"
ighway 79

Bertagnolli Ranch, Mount

CCA P. atromedia Diablo

Contra Costa CA  EUA  37°52'0.21" 121°52'53.18"
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Acro-

Altitud

Fechas

HR

T

nimo  (msnm) Vegetacion Recolecta (%) °C) NP NV
MTY 711  Sierra Madre Oriental ' 4 Feb ‘12 14 0 5

NOV Costa central del golfo * 4 Jun ‘06 52 0

LPZ 341  Costa central del golfo * 21?) 1\:2(})1 :H gg 8 187
ENS1 79 Matorral costero rosetofilo * 15 May ‘11 46 21.6 30 10
ENS2 933  Chaparral 14 May ‘11 34 0

ENS3 81  Matorral costero 14 May ‘11 48 20.2 40 20
ENS4 232 Matorral costero * 8 May ‘11 55 19.4 40 22
ENS5 1080 Chaparral > 14 May ‘11 0 10
TCT 870  Chaparral * 13 May ‘11 43 27.4 40 20
SCALl 851  Chaparral montano ° 11 May ‘11 44 20 23 17
SCA2 492 Chaparral montano * 10 May ‘11 38 24.4 40 18
SCA3 1048  Chaparral montano ° 12 May ‘11 48 23 0 3

coA 200 s 110612 S
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6.2 Conducta

6.2.1 Mantenimiento de ejemplares en cautiverio

A todos los individuos recolectados vivos se les asigndé una clave de identificacion
individual y de cada uno se determiné y regist6 el sitio de muestreo, la especie (P. sierra,
P. atromedia, P. sura, otra) el estado de desarrollo (juvenil, pre-adulto, adulto), el sexo
(hembra o macho) en el caso de los adultos y el lugar de maduracion (campo o laboratorio),
asumiendo que todos los individuos madurados en el laboratorio eran virgenes y que todos
los recolectados en el campo siendo ya adultos adultos, no eran virgenes.

Los individuos de P. sierra se incorporaron al Laboratorio de Animales en
Cautiverio del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), donde
permanecieron a temperatura controlada de 25 °C y humedad relativa ambiental
aproximada de 40%. Cada especimen se coloco en un frasco de plastico de 500 mL (8 cm
de didmetro x 15 cm de altura) cubierto por tela de malla al que se agregd una tira de papel
para que sirviera como sustrato. A todas las arafias se les proveyd de agua mediante un
algodon empapado cada cuarto dias y alimento dos o tres veces por semana con una a seis
(dependiendo de la talla de la arafia) moscas de la especie Drosophila melanogaster
mutantes de alas curvadas criadas utilizando medio Drosophila Products Jazz-Mix
Drosophila Food (Applied Scientific). Después de los primeros tres meses de tener las
arafias en el laboratorio, al medio de cultivo de las moscas se adiciond hojuelas de alimento
para pescado, de tal modo que la mayoria de los experimentos de cortejo se realizaron
cuando las arafias ya llevaban esta dieta. Ademds se probaron otros organismos como
fuente de alimento, entre ellos, ninfas de Acheta domesticus y larvas de Tenebrio molitor,
pero no fueron bien aceptados. Los frascos se limpiaron una vez al mes para retirar restos
de alimento y excreciones.

Los ejemplares de P. sura 'y P. atromedia se mantuvieron en instalaciones fuera del
Laboratorio de Animales en Cautiverio, en condiciones lo mds similares posible a las
anteriormente descritas. Pardosa atromedia fue alimentada con Drosophila spp. y otras

moscas silvestres de tamafio similar, mientras que P. sura, no fue alimentada porque la fase
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de experimentos se realizd en el transcurso de los cinco dias posteriores a su recolectas, e

inmediatamente después de terminarla, los ejemplares se fijaron en alcohol.

6.2.2 Descripcion del cortejo de P. sierra, P. atromedia y P. sura.

6.2.2.1 Experimentos de cortejo

Estos experimentos se llevaron a cabo con la finalidad de describir y comparar los patrones
de cortejo y su variabilidad a nivel de las tres especies, P. sierra, P. atromedia 'y P. sura, y
dentro de P. sierra, a nivel de linajes mitocondriales, California y peninsula de Baja
California (Correa-Ramirez ef al., en preparacion) y sitios de muestreo. Se incluyeron todos
los sitios muestreados con excepcion de ENS2 y NOV, de los que no se recolectaron
ejemplares vivos, y SCA3 del que solo se recolectaron hembras.

Para estandarizar las condiciones bajo las que se llevarian a cabo los experimentos
se realizaron 23 ensayos piloto en los que se pusieron a prueba diferentes duraciones,
horarios, tipos de recinto en el que se colocaron las arafias, tipos de sustrato y métodos de
grabacion. Uno fue realizado entre dos individuos de ENS3, seis entre individuos de CCA y
el resto entre individuos de LPZ. La informacion de estos ensayos piloto se tomd en cuenta
unicamente para el disefio de los experimentos estandarizados.

Los experimentos estandarizados se llevaron a cabo dentro del Laboratorio de
Animales en Cautiverio del CIBNOR, utilizando un aparato disefiado ad hoc (Anexo 2) que
permitié la observacion y grabacion simultdnea de sefiales visuales y acustico-vibratorias.
Este aparato consistia en un anillo circular de acrilico transparente de diez cm de didmetro
y seis centimetros de altura, embonado (pero sin tocar las paredes) con un sensor
piezoeléctrico, ligeramente menor en didmetro, que le servia como base y que estaba
aislado de las vibraciones ambientales mediante un par de placas metalicas de medio
centimetro de espesor y una placa de esponja de 4 cm de espesor entre ellas. Este sensor se
encontraba montado sobre soportes de goma y conectado a una grabadora de sonido Sony
IC Recorder 1CD-UX200. Hacia el fondo del anillo, directamente sobre el sensor
piezoeléctrico, se colocaba un circulo de papel filtro desechable, ligermanete menor de 10

cm de didmetro, que servia como sustrato para que las arafias se movieran sobre ¢l y le
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impregnaran sus feromonas (ver explicacion mas adelante). Por encima del anillo se
contaba con un micréfono Electret de 5 mm de diametro. El sensor piezoeléctrico y el
microfono se utilizaron para registrar los sonidos y vibraciones. El registro de video se hizo
utilizando dos cdmaras: una Panasonic con teleobjetivo, colocada por arriba a una distancia
fija con ayuda de un tripié, en angulo perpendicular al suelo, para obtener un plano general
del sustrato y las arafias y de este modo evitar la deformaciéon de la superficie y hacer
posible la medicion exacta de distancias; y una camara Sony HandyCam mini DVI (o un
iPhone 4 en los 5 experimentos de P. atromedia, ver mas adelante) operada manualmente,
usualmente en angulo paralelo al suelo para hacer acercamientos del cortejo y seguir a las
arafias en sus movimientos obteniendo un primer plano de las acciones. Las grabaciones de
sonido y video se digitalizaron para su posterior analisis. Las caracteristicas técnicas del
aparato se describen en Romero-Vivas et al. (2012).

Para llevar a cabo los experimentos, en esencia, se siguid el método utilizado por
Stratton y Uetz (1986) con algunas modificaciones. Cada macho y hembra que se utilizaron
fueron alimentados el dia anterior al experimento. El macho permanecio en su contenedor
individual mientras que la hembra fue colocada dentro del cilindro de acrilico sobre el
papel filtro (ver descripcion en el parrafo anterior) durante al menos 12 horas antes del
experimento para que impregnara el papel filtro con sus feromonas. Inmediatamente antes
de iniciar, se registrd el peso de ambos con una balanza analitica. Luego se devolvio la
hembra al cilindro y sélo a continuacion fue que se presentd al macho y ambos entraron en
contacto dando inicio al experimento. En los casos en que el macho desplegd su ritual de
cortejo, el experimento tuvo una duracion de 20 min; si el macho no mostrd ningun indicio
de cortejo, se limitd a 15 min. Cuando hubo apareamientos, éstos se grabaron en su
totalidad. Al término de cada experimento, las arafias se separaron y se devolvieron a sus
respectivos contenedores individuales. Todos estos experimentos se realizaron en el
Laboratorio de Animales en Cautiverio del CIBNOR con condiciones controladas de
iluminacion y temperatura y durante la noche para minimizar la contaminacion auditiva
causada por el ruido ambiental. Se procur6 utilizar individuos virgenes siempre que esto
fuera posible. En varias ocasiones hubo necesidad de utilizar un mismo individuo en mas

de una réplica, en tales casos se les dejo descansar al menos 72 horas entre experimentos.
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Utilizando el equipo y los métodos detallados en los parrafos anteriores, se llevaron
a cabo 29 experimentos con individuos de P. sierra, en Octubre de 2011. Estos
experimentos, ademas de observar y grabar los patrones de cortejo, también estaban
destinados a evaluar la hibridacién entre los linajes mitocondriales dentro de P. sierra, por
lo que el disefio experimental se explica mas adelante, en la seccion sobre hibridacion.

Adicionalmente, con la finalidad de evaluar si la comunicacion quimica a través de
las feromonas de la hembra era suficiente para desencadenar el cortejo de los machos, en
Enero de 2012 se realizaron once experimentos, de diez minutos de duracion, en los que se
utilizaron machos de P. sierra que fueron expuestos al sustrato de papel filtro impregnado
con las feromonas de la hembra pero sin la presencia fisica de ésta.

En lo que respecta a P. atromedia y P. sura, se llevaron a cabo cinco y cuatro
experimentos en Febrero y Diciembre de 2012, respectivamente. Especificamente en los
experimentos con P. atromedia, fue importante preservar la virginidad de las hembras para
utilizarlas en experimentos posteriores (no incluidos en este estudio), por lo que los intentos
de copula fueron deliberadamente interrumpidos.

Tanto los experimentos con los machos solos de P. sierra, como todos los de P.
atromedia y P. sura se realizaron fuera del Laboratorio de Animales en Cautiverio del
CIBNOR. Debido a esto, el aparato utilizado para hacer los experimentos no estaba
completo, carecia de la camara de video de vista panordmica superior y del sistema de
placas metélicas y esponja para aislar de vibraciones ambientales, y por problemas con el
sensor piezoeléctrico (ver descripcion dada anteriormente) algunas grabaciones de audio
fueron deficientes. Todos estos experimentos se llevaron a cabo utilizando machos y
hembras (o feromonas de las hembras) del mismo sitio de muestreo, con excepcion de los
machos de SCA2 que fueron presentados con feromonas de hembras de SCA1 porque no

habia hembras del mismo sitio.
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6.2.2.2 Anailisis de datos de cortejo

Para comparar los cortejos de P. sierra, P. atromedia y P. sura se identificaron y
describieron los movimientos tipicos de los machos de cada especie, asi como su utilizacién
general a lo largo del cortejo.

Ademas se cuantificaron y compararon las diferencias en el cortejo de los machos
entre linajes y poblaciones dentro de P. sierra. Para esto se contabilizo la cantidad de veces
que los movimientos III y IV (escogidos por ser los menos ambiguos de interpretar y mas
variables entre sitios, ver descripcion y videos de estos movimientos en la seccion de
resultados) fueron ejecutados durante el cortejo y se estandarizo dividiendo entre el tiempo
efectivo de cortejo. Para calcular este Gltimo pardmetro, se sumo la duracion de todas las
interrupciones en las que el macho permanecié inmovil por mas de treinta segundos y se
restd del tiempo total que durd la réplica, aproximadamente 20 minutos. Debido a que
varios machos se utilizaron en mas de un experimento, constituyendo pseudoréplicas, los
analisis se realizaron tanto considerando las pseudoréplicas por separado, como
promediando sus parametros para utilizar un solo dato global por individuo. La
significancia estadistica de las diferencias entre linajes mitocondriales y entre poblaciones
se evaluo mediante pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney ajustando los valores de

significancia con la correccién de Bonferroni (Rice, 1989).
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6.3 Genética poblacional

6.3.1 Trabajo de laboratorio

Para el trabajo de genética se incluyeron todos los sitios de muestreo excepto ENSS5, SCA3,
MTY y LPZ; los tres primeros por tener una cantidad insuficiente de muestras y el ultimo
porque se utiliz6 NOV en su lugar, que era un sitio geograficamente muy proximo e
importante de incluir como control para homologar la base de datos del presente estudio
con la del estudio realizado por Correa-Ramirez (2010). El trabajo de laboratorio se llevd a
cabo en el Laboratorio de Genética para la Conservacion del CIBNOR y en el EVOLAB
del Department of Environmental Science, Policy, and Management, University of
California, Berkeley.

Primeramente se extrajo el ADN gendmico total, a partir de 4 patas o del prosoma
de cada arafia utilizando un protocolo de extraccidon con sales modificado a partir del de
Aljanabi y Martinez (1997). Para el sitio de muestreo de CCA las extracciones se hicieron
con el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue de Qiagen, siguiendo las instrucciones del
producto. Del sitio de muestreo NOV no se hicieron extracciones ya que se contaba con
ADN extraido previamente (Correa-Ramirez, 2010)

La concentracion y calidad de todas las extracciones se midid en un
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop ND200 y se visualizé en geles de agarosa
al 1.5% con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain en un documentador Molecular Imager” Gel
Doc™ XR SystemBioRad.

Se llevaron a cabo reacciones en cadena de la polimerasa para ocho loci
microsatélite con motivos dinucledtidos repetidos desarrollados por Correa-Ramirez et al.,
(2010a). Se utilizaron cebadores directos etiquetados con flurocromos de 4 colores del kit
DS-33 Matrix Standard Kit (Dye Set G5) de Applied Biosystems. Los cebadores inversos
se modificaron para agregarles una secuencia “PIGtail” (Brownstein et al., 1996) con el fin
de disminuir errores por adenilacion diferencial de los fragmentos durante las reacciones en

cadena de la polimerasa.
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Todas las reacciones en cadena de la polimerasa se llevaron a cabo en
termocicladores Bio-Rad iCycler y Bio-Rad T100, en volumenes de 10 pl, con 60 ng de
ADN por reaccion, concentracion final de 0.3 mM de dNTPs y concentracion final de 0.01
pg/ul de albumina de suero bovino. Las concentraciones finales de amortiguador, cloruro
de magnesio, cebadores y enzima ADN 7ag polimerasa variaron dependiendo del locus a
amplificar (Tabla II).

El programa utilizado en el termociclador fue un paso inicial de cinco minutos de
desnaturalizacion a 94°C, seguido de cuarenta ciclos de desnaturalizacidon a 94°C por medio
minuto, alineamiento a temperatura especifica para cada locus (Tabla II) por un minuto y
extension a 72°C por un minuto y medio y un paso de extension final a 72°C por una hora.
Este programa se utiliz6 para todos los loci, a excepcion de Psier04 y Psier40, en los que se
usaron 35 ciclos en vez de 40, y la duracion de las extensiones en cada ciclo fue de un
minuto en vez de uno y medio.

Para cada individuo genotipificado, se tomaron dos pl de producto mezclado de
amplificacion (Psier04 + Psier40 + Psier20 + Psier21 o Psierl7 + Psier19 + Psier29 +
Psier51), se agregaron 0.33 pl de la escalera GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard y se
agreg6 formamida hasta completar 10 pl de la mezcla para enviarse a andlisis de
fragmentos en un secuenciador Applied Biosystems 3730x] DNA Analyzer en la DNA

Sequencing Facility, University of California, Berkeley

6.3.2 Genotipificacion

Los resultados del analisis de fragmentos fueron visualizados en el programa Peak
Scanner™ Software v1.0 de Applied Biosystems. La informacién fue exportada a
MICROSOFT® EXCEL® 2004 11.6.1 for Mac para la determinacién de los tamafios
alélicos tomando en cuenta (en este orden de prioridad) las siguientes reglas: 1) La sefial
minima para lectura de picos homocigotos fue de 350 unidades de fluorescencia relativa
(RFU, por sus siglas en inglés) y de 117 para heterocigotos (en algunos individuos que
fueron dificiles de amplificar, este criterio se relajo y se consideraron picos de minimo 60

RFUs). 2) Debido a que se utilizaron loci dinucledtidos, la talla de los alelos de individuos
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heterocigotos debia variar en més de un par de bases. 3) Con la finalidad minimizar errores
por la presencia de bandas numerarias, cuando el fragmento mas grande tuvo un valor de
RFU superior al del fragmento de menor talla, se consideré6 que el genotipo era
heterocigoto solo si la razon entre ellos era mayor a 0.8. 4) Debido a la longitud de los
fragmentos, en los genotipos heterocigotos es mas comun que el pico correspondiente al
alelo de menor talla se encuentre mas concentrado en las reacciones de amplificacién y por
lo tanto presente un valor més alto de RFU con respecto al segundo (“allelic dropout” en
inglés). Siempre que se dio este caso, s0lo se tomaron en cuenta como heterocigotos,
aquellos pares de alelos en los que la razon entre el mas grande y el mas chico fuera mayor
a 0.333.

A continuacion se exportd la informacién de alelos de cada individuo al programa
ALLELOGRAM 2.2 (Morin et al., 2009) en donde se conjuntaron los resultados de
diferentes corridas de andlisis de fragmentos, se normalizaron los valores de tallas alélicas y
se asignaron a la talla discreta correspondiente de acuerdo al tamafio de unidades repetidas
(“binning”, en inglés), en este caso dinucledtidos. Como producto se obtuvo la base de
datos final que se utiliz6 en los analisis genéticos subsiguientes. Se utilizaron los programas
CONVERT 1.31 (Glaubitz, 2004), GENEALEX 6.5 (Peakall y Smouse; 2006, 2012) y
GENECLASS 2.0.g (Piry ef al., 2004) para convertir la base de datos entre los diferentes

formatos requeridos por los programas de analisis genéticos.
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Tabla II. Secuencias de cebadores y condiciones de las reacciones en cadena de la
polimerasa en ejemplares de P. sierra y P. atromedia provenientes de nueve sitios de
muestreo, utilizando ocho loci microsatélites desarrollados por Correa-Ramirez ef al. (2010a)
F = cebador directo, R = cebador inverso, TA = Temperatura de alineamiento en grados
Celsius, [Buffer] = concentracion del amortiguador, [MgCl,] = concentracion miliMolar final
de cloruro de magnesio, [Ceb] = concentracion microMolar final de cada cebador,
[Taq] = concentracidn final de enzima ADN 7agq polimerasa en unidades por reaccion.

Locus Secuencia del cebador y fluorécromo TA  [Buffer] [MgCl,] [Ceb] [Taq]

Psier04 F: FAM-TATTTTCTGGCGGTGTTT-3 54°C 1.5x 25mM  04puM  0.2uR
R: 5'-GTTTCTTATCCCTCCCACTTATCTCTC-3'

Psierl7 F: VIC-GTGAGTGAGAAGGAGAGAAGA-3 64°C  1.125x  225mM 04uM 0.25u/R
R: 5'-GTTTCTTAGGTTGTGATTATGTGTTCC-3'

Psier19 F: FAM-GAACAGACCGTGCTAAAAA-3 56°C  1.125x  225mM 04uM 0.25u/R
R: 5'-GTTTCTTTATATCAAACCGAGCCAAAC-3'

Psicr20 F: PET-CCATGTGACAGAACAGAAAA-3 58°C 1 5% 3 mM 03uM  0.25wR
R: 5'-GTTTCTTATGTGATTGAATGGATATGG-3'

Psier21 F: NED-ATCCATTCAATCACATGGTAAA-3 58°C 1.5x 3 mM 03uM 025 wR
R: 5'-GTTTCTTAACCTATGGGGATTATGTATCT-3'

Psier29 F: NED-TTGATTTGAGTTTATCACACG-3 62°C  1.125x  225mM 04puM 0.25u/R
R: 5'-GTTTCTTGAACTTTGAGGACACTCCTTT-3'

Psicrd0 F: VIC-ACAACCATCTAAACACACACA-3 540C 1.5x 25mM  04pM 02 uwR
R: 5'-GTTTCTTATCGCCACTCTCAGGATTAC-3'

Psier51 F: PET-AAAAGTTTGGAACACCTGTAA-3 53°C  1.125x 3 mM 04uM 0.25u/R
R: 5'-GTTTCTTGCAAATCAAGAAAATCAACA-3'

6.3.3 Calibracion de loci microsatelites y medidas de diversidad genética por sitio de

muestreo.

Para los tipos de andlisis que se llevaron a cabo en este estudio, es deseable que los
marcadores microsatélites utilizados reunan, entre otras caracteristicas, permitir una
genotipificacion consistente y amplificacion de todos los alelos, aportar informacion
independiente entre si, ser selectivamente neutrales, heredarse de manera Mendeliana y no
presentar homoplasia (Selkoe y Toonen, 2006).

Para verificar la precision de la genotipificacidn, ésta se realizo por duplicado,
desde la amplificacion hasta la asignacidon de tallas a cada alelo, en 48 individuos, para
posteriormente calcular la tasa media de error por alelo (razén entre el nimero de
inconsistencias alélicas y el numero de alelos replicados) y la tasa media de error por locus
(razén entre el nimero genotipos unilocus que incluyen al menos una inconsistencia alélica

y el nimero de genotipos unilocus replicados) segiin Pompanon ef al. (2005).
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Para probar que los loci microsatélites no estuvieran ligados, se realizaron pruebas
exactas de desequilibrio de ligamiento gamético por el método de Fisher en el programa
GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008), utilizando cadenas de Markov con parametros por defecto
y 10,000 permutaciones para determinar la significancia estadistica de las pruebas,
aplicando la correccidon de Bonferroni (Rice, 1989).

De cada sitio de muestreo se valor¢ el equilibrio de Hardy-Weinberg que es uno de
los pilares centrales sobre los que se ha construido gran parte de la teoria de la genética de
poblaciones. Se trata de un modelo que establece que las frecuencias alélicas de una
poblacion se mantendran constantes a lo largo de las generaciones si se cumplen
condiciones de panmixia, es decir reproduccion aleatoria entre todos los miembros de la
poblacion. Muchos fendmenos que suceden en las poblaciones, como la deriva genética, la
seleccidon natural, la seleccion sexual o los sistemas de reproduccidn, la mutaciéon y la
migracion, entre otros, pueden ocasionar desviaciones de los valores esperados bajo este
modelo. Por lo tanto, saber si una poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg,
o qué tanto se desvia de €l, permite hacer inferencias sobre las fuerzas evolutivas que
moldean la variacion genética de los loci microsatélites en dicha poblacion. Se utilizaron
pruebas exactas de Fisher, implementadas en el programa GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008)
en las que se estimo el valor de Fis segin Weir y Cockerham (1984) utilizando cadenas de
Markov con parametros por defecto y 10,000 permutaciones para calcular la probabilidad
de que las heterocigocidades observadas se desvien significativamente de las esperadas.

Se utilizo6 el programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004), que
analiza los patrones de reconocimiento de alelos, y determina si las desviaciones
observadas al equilibrio de Hardy-Weinberg pudieran deberse a alguno de tres fenémenos,
a saber, la presencia de alelos nulos (alelos que no se amplifican exitosamente debido a
mutaciones en la zona de unién de los cebadores); la amplificaciéon pobre de alelos de
mayor talla o nimero de motivos repetidos por competencia con alelos de menor talla que
son amplificados mas rapido y en mayor cantidad (“allelic dropout” en inglés); o la
confusion en el reconocimiento de alelos entre individuos homocigotos y heterocigotos por
la presencia de bandas numerarias (“stutters” en inglés). Ademas se utilz6 el programa

FREENA (Chapuis y Estoup, 2007) para estimar especificamente la frecuencia de alelos
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nulos por locus por sitio de muestreo mediante el algoritmo esperanza-maximizacion (EM)
de Dempster et al. (1977).

Por ultimo, se verificd la neutralidad de los microsatélites, utilizando el programa
LOSITAN (Antao et al., 2008), el cual implementa el método de Beaumont y Nichols
(1996), en el que se considera que los niveles de endogamia que experimentan diferentes
loci neutrales deben ser iguales debido a su historia demografica compartida. Tomando en
cuenta esto se genera una distribucion nula y al proyectar todos los loci en una grafica de
valores de Fsr y heterocigosidad, cualquier locus que se aparte significativamente de esta
distribucion presumiblemente estaria bajo el efecto de la seleccion. El andlisis se llevo a
cabo utilizando 500,000 simulaciones, valor medio de Fsr neutral y forzado, y los demas
parametros por defecto, probando ambos modelos mutacionales disponibles: alelos infinitos
y un paso (“stepwise” en ingl¢s).

Ademas se obtuvieron otras medidas de diversidad por locus por sitio de muestreo
como el nimero de alelos y los alelos efectivos con el programa GENEALEX 6.5 (Peakall
y Smouse; 2006, 2012) y la riqueza alélica en el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet; 1995,
2002).

6.3.4 Determinacion del numero de poblaciones genéticamente homogéneas y

estructura genética poblacional

6.3.4.1 Analisis factorial de correspondencia

Como un acercamiento inicial, se realizé un andlisis factorial de correspondencia que es de
utilidad porque permite de una manera rdpida y computacionalmente sencilla, visualizar
graficamente la estructuracion genética de los sitios de muestreo bajo estudio. Para esto,
condensa toda la informacion de variabilidad genética aportada por las frecuencias alélicas
de los diferentes loci, en una cantidad reducida de n vectores ortogonales (independientes
entre si), los cuales se representan en planos cartesianos. Luego cada individuo se
representa como un punto dentro de una nube ubicada en este espacio de » dimensiones,
donde los puntos mas cercanos entre si son los mas parecidos genéticamente. Este andlisis

se realiz6 en el program GENETIX 4.05 (Belkhir ef al., 1996-2004), con la base de datos
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completa y también excluyendo al sitio CCA, para ver si al remover la influencia de P.

atromedia se revelaba mayor detalle en las agrupaciones dentro de P. sierra.

6.3.4.2 Anailisis discriminante de componentes principales

Un método analitico similar al anterior es el andlisis discriminante de componentes
principales (Jombart er al, 2010). Este combina las bondades de ambos métodos
multivariados que le dan nombre. Permite en primera instancia, condensar la informacion
de las variables originales, en este caso los alelos, haciendo combinaciones lineales
(componentes principales) con las que se busca maximizar la varianza entre grupos al
mismo tiempo que minimizar la que se encuentra dentro de grupos. A partir de alli, en
segunda instancia, se crean variables sintéticas (funciones discriminantes) que permiten
calcular probabilidaes de pertenencia de cada individuo a los diferentes grupos, los cuales
pueden ser estimados o ser definidos a priori. En este caso se definieron a priori,
considerando un primer analisis con los sitios tal como se muestrearon; un segundo analisis
excluyendo a P. atromedia para eliminar su influencia por ser una especie distinta; y un
tercero en el que ademds se agruparon los sitios de Ensenada y California buscando una
diferenciacion mas clara entre grupos. Todos estos analisis se llevaron a cabo en el paquete
“adegenet” (Jombart, 2008) en el lenguaje y entorno de programacion R (R Development

Core Team, 2008).

6.3.4.3 Estadisticos F de Wright

Su uso es una forma de estimar el numero y la estructura genética de un grupo de
poblaciones basandose en el céalculo del nivel de diferenciacién entre los valores
observados y esperados de heterocigosidad a diferentes niveles jerarquicos dentro de la
poblacion (estadisticamente hablando), desde el nivel de individuos considerados dentro de
subpoblaciones (Fis) hasta individuos en la poblaciéon total (Fir), pasando por las
subpoblaciones dentro de la poblacidn total (Fsr). Asi, los valores de Fgsr indican el grado

de diferenciacion que existe entre las subpoblaciones dentro de una poblacién, en relacion
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con la diferenciacion que existe entre los individuos dentro de la subpoblacion y a través de
toda la poblacion. En el caso de los Fgsr sus valores varian de 0 a 1 donde 0 indica una sola
poblacion (es decir que las subpoblaciones no son diferentes entre si) y 1 indica dos
subpoblaciones completamente distintas. Para poder estimar el grado de diferenciacion
entre las sitios muestreados, se calcularon los valores de Fsr segun Weir y Cockerham
(1984) entre todos los pares posibles de sitios, utilizando para ello el programa GENETIX
4.05 (Belkhir et al., 1996-2004) con el método de permutacion de alelos (1,000
permutaciones) para calcular la significancia estadistica, la cual fue posteriormente ajustada

con la correccidén de Bonferroni (Rice, 1989).

6.3.4.4 Anailisis de asignacion a grupos por probabilidades bayesianas

Este analisis se llevd a cabo utilizando el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard ef al.,
2000; Falush et al., 2003, 2007). Este programa asigna a cada individuo a uno de K grupos
(donde K es un numero desconocido) con cierta probabilidad de pertenecer a cada grupo.
Para lograr esto, el programa asume un modelo en el que existen K grupos y los individuos
son asignados aleatoriamente a 1 a K grupos buscando el modelo que maximice el
equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento gamético dentro de los grupos. Para esto se
trabaja con dos parametros de interés, Z y P, que representan las poblaciones de origen de
los individuos y la frecuencias alélicas en todas las poblaciones, respectivamente, y que son
inferidos utilizando el método de cadenas de Markov Monte Carlo, el cual es util para
obtener muestras aproximadas de una distribucion de probabilidad cuando €sta no puede ser
simulada directamente.

El hecho de que este método trabaja con asingnacién de individuos, y de que no
requiere informacion previa sobre la pertenencia de cada individuos a cierta poblacion, lo
hace muy vesatil, pues puede usarse para aplicaciones tan variadas como demostrar la
presencia de estructura genética dentro de la poblacion global, identificar poblaciones
distintas genéticamente e identificar migrantes e individuos de ancestria mezclada. Todas

estas capacidades fueron aprovechadas en el presente estudio.
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Todos los andlisis fueron ejecutados bajo las mismas condiciones y pardmetros:
modelo de mezcla de poblaciones (apropiado en este caso porque se esperaba encontrar
fluyjo genético entre varios de los sitios de muestreo) y modelo de frecuencias
correlacionadas (recomendado cuando la diferenciacién genética no es muy marcada);
periodo de pre-simulaciéon de 10,000 iteraciones seguido de 100,000 iteraciones para la
cadena de Markov, de una a 12 poblaciones; y 15 repeticiones del andlisis para verificar la
consistencia de los resultados obtenidos.

Este andlisis se realizd incluyendo los nueve sitios de muestreo y se repitid
incluyendo solamente los ocho de P. sierra, para asi quitar del andlisis la influencia de la
poblacion de P. atromedia que, como se esperaba, resultd con marcada diferenciacion
genética (ver resultados).

Los resultados obtenidos en cada andlisis de STRUCTURE fueron analizados en el
programa STRUCTURE HARVESTER 0.6.93 (Earl y vonHoldt, 2012), el cual implementa
el método de Evanno ef al. (2005) para estimar el numero correcto de grupos (K). Para esto
el programa utiliza un estadistico ad hoc, AK, que se basa en la razéon de cambio del
logaritmo de la probabilidad de los datos en valores sucesivos de K, con el cual se detecta el
nivel mas superficial de estructura de entre los escenarios probados.

Una vez que se determind el numero mas probable de K, los resultados fueron
ingresados al programa CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007) el cual utiliza
diversos algoritmos de permutaciones para alinear los diferentes resultados obtenidos en
cada réplica (en este caso 15) de andlisis en STRUCTURE. Se utilizaron los algoritmos
Greedy y LargeKGreedy, con hasta 100,000 permutaciones para obtener los resultados
condensados de las 15 réplicas. Finalmente los resultados arrojados por el programa

CLUMPP fueron graficados utilizando el programa DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2003).

6.3.4.5 Analisis de varianza molecular

El andlisis de varianza molecular (AMOVA), implementado en el programa ARLEQUIN
3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010), es un analisis que utiliza una aproximacion parecida a

la de un ANOVA para separar la variacion genética total en componentes dentro y entre
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poblaciones y agrupaciones, afiadiendo niveles jerarquicos adicionales de los que se
obtienen con indices de fijacion similares a los de Wright (Fcr, Fsc). A partir de las
frecuencias alélicas se crean vectores entre los cuales se calculan distancias euclidianas, y
con ellas se conforma una matriz que es la que puede analizarse bajo un esquema similar al
del ANOVA para asi obtener los indices de fijacion que describen la variacién en los
diferentes niveles jerarquicos (Excoffier et al., 1992). La significancia estadistica de estos
indices se evallia mediante una aproximacidn no paramétrica que utiliza permutaciones de
frecuencias, individuos y sitios de muestreo para generar distribuciones nulas. Los analisis
llevados a cabo en este estudio utilizaron 10,000 permutaciones. Al ser un método
heuristico, el AMOVA pone a prueba diferentes modelos previamente definidos para
determinar cudles explican mayor varianza entre grupos en comparacion a dentro de sitios y
entre sitos dentro de grupos, y por lo tanto corresponden mejor con el nimero y la
estructura genética real de las poblaciones. Para el presente estudio se pusieron a prueba
varios modelos, de los cuales sdlo se explican a continuacion, los mas relevantes por la
significancia de los resultados o por la importancia del modelo en relacion con las hipdtesis
planteadas. Con excepcidon del modelo “Especies”, el resto se pusieron a prueba en dos
modalidades, utilizando los nueve sitios muestreados genéticamente y utilizando ocho,
excluyendo a CCA que corresponde a P. atromedia, para asi librar al analisis de su
influencia. Por lo tanto en la modalidad de nueve sitios, siempre se incluyd un grupo

adicional (conformado por CCA) a los descritos a continuacion:

a) Modelo “Especies”: se puso a prueba Unicamente en la modalidad de nueve sitios.
Un grupo incluy6 a P. atromedia (CCA) y el otro, al resto de los sitios (NOV, ENS1-
ENS4, TCT y SCA1-SCA2) que corresponden a P. sierra.

b) Modelo “Linajes”: se compard, en un grupo, el linaje mitocondrial de California
(SCA1-SCA2), contra el linaje de la peninsula de Baja California (NOV, ENSI1-
ENS4 y TCT) en el otro grupo.

¢) Modelo “Geografico”: pretendid representar las distancias geograficas entre sitios
de muestreo, con NOV en un grupo y todos los sitios de Ensenada, Tecate y

California (ENS1-ENS4, TCT y SCA1-SCA2) en otro.
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d) Modelo “Cortejos™: los grupos se constituyeron de acuerdo a los resultados de
descripcion de comportamientos en los que se encontrd un tipo de comportamiento
para P. atromedia (grupo CCA) y otro para P. sierra incluyendo algunos sitios de
muestreo con el Patron A (grupo ENS1-ENS3, TCT y SCA1-SCA2) y otros con el
Patron B ( grupo NOV y ENS4).

e) Modelo “Structure K3”: basado en los resultados del andlisis con Fsr y del
programa STRUCTURE utilizando los 9 sitios de muestreo, en el que encontraron
tres grupos definidos por los sitios CCA, TCT y NOV. Debido a que el resto de los
sitios no constituyeron un grupo por si mismos y a que la mayoria de los individuos
que los componian mostraron mas afinidad con NOV, el tercero grupo se conformo
con NOV, ENS1-ENS4 y SCA1-SCA2.

f) Modelo “Structure K4”: basado en los resultados del andlisis con Fgr y del
programa STRUCTURE utilizando ocho sitios de muestreo y excluyendo a CCA. Un
grupo constituido por NOV, otro por ENS1-ENS4, otro por TCT y otro por SCA1-
SCA2.

6.3.4.6 Construccion de dendrograma

Se utilizaron varios programas que forman parte del paquete PHYLIP 3.69 (Felsenstein,
2005) para la construccion de un dendrograma que representa las relaciones de similitud
genética actual entre las distintas poblaciones de P. sierra'y P. atromedia. No se representa
una historia de ancestria comun entre ellas, debido a que las poblaciones no se encuentran
reproductivamente aisaladas unas de otras y existe flujo genético entre ellas, por lo que la
diferenciacion entre ellas no representa un proceso de bifurcacidon. Los arboles filogenéticos
intraespecificos deben ser interpretados tomando esto en cuenta (Nason, 2011). Como
primer paso, se generaron multiples conjuntos de datos a partir del original utilizando
10,000 remuestreos con el programa SEQBOOT. Luego estos conjuntos de datos se
ingresaron al programa GENDIST donde se calcularon las distancias de la cuerda Dcsg de
Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967), que es una distancia que asume que las

diferencias entre poblaciones se deben Unicamente a la deriva génética (no existe un
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modelo mutacional de por medio) y que los tamafios de las poblaciones son diferentes y
sujetos a cambios a través del tiempo, de modo que si el tamafio de la poblacion se duplica,
el efecto de la deriva genética se reduce y la magnitud de la distancia genética debera
aumentar a la mitad de la velocidad (Felsenstein, 1986-2008). Posteriormente a partir de las
matrices de distancias genéticas se calcularon los arboles no enraizados mediante el método
de Neighbor-Joining, utilizando para tal fin el programa NEIGHBOR. Por ultimo,
utilizando el programa CONSENSE se obtuvo un arbol consenso con los valores de
confiabilidad de cada agrupacion. Este arbol consenso fue visualizado en el programa

DENDROSCOPE 3.2.3 (Huson y Scomavacca, 2012).

6.3.4.7 Aislamiento por distancia

Se llevo a cabo un andlisis de aislamiento por distancia, el cual permite verificar una
estructura que se determina mediante la correlacidon entre las distancias genéticas y las
distancias geograficas. Dado que se trata de encontrar la correlacidon entre dos matrices, se
requiere de una prueba de Mantel para evaluarla. En este caso, para cada par de sitios de
muesteo se utilizaron distancias de la cuerda Dc¢sp de Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza y
Edwards, 1967) calculadas en el programa FREENA (Chapuis y Estoup, 2007) y distancias
geograficas calculadas a partir de las coordenadas geograficas de cada sitio de muestreo,
usando el programa GEOGRAPHIC DISTANCE MATRIX GENERATOR 1.2.3 (Ersts,
internet). Luego ambas matrices se ingresaron al programa IBDWS 2.23 (Jensen et al.,
2005) donde se estimdé la correlacion utilizando 30,000 repeticiones. Asimismo, se
repitieron los andlisis sustituyendo las distancias de la cuerda por valores pareados de Fsr,
calculados en el programa GENETIX4.05 (Belkhir et al., 1996-2004).

La correlacion entre ambos juegos de datos se obtuvo para todos los sitios de
muestreo y diferentes subconjuntos, con el objetivo de evaluar el efecto producido por la
supresion o adicion de diversos sitios y poder ver si algunos en especifico mostraban un

patron mas marcado de aislamiento por distancia entre ellos.
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6.4 Comparacion entre los patrones de cortejo, los patrones filogenéticos
mitocondriales, la estructuracion genética actual de las poblaciones de P. sierra'y

los eventos vicariantes propuestos en la literatura.

Para evaluar si los procesos de especiacion y diversificacion de linajes se explican mejor
por seleccion sobre el comportamiento de cortejo que por los eventos vicariantes que se han
propuesto como determinantes de la historia geoldgica y biogeograficas de la peninsula de
Baja California (Grismer, 1994; Murphy y Aguirre-Ledn, 2002) se compararon los patrones
filogeograficos tal como los proponen Correa-Ramirez ef al. (en preparacion) y se afiadid la
informacion de genética poblacional y de patrones de comportamiento que ha sido descrita
en las secciones anteriores del presente estudio. En cuanto a los eventos vicariantes se
tomaron en cuenta los citados por Correa-Ramirez et al. (en preparacidn) asi como el canal
transpeninsular cuya sefial ha sido detectada en varias especies de vertebrados (Riddle ef
al., 2000c; Riddle y Hafner, 2006; Grismer, 1994; Murphy y Aguirre Le6n, 2002) y en una
arafia (Crews y Hedin, 2006), y la subdivision de la Transgresion Nortefia en las
Formaciones Imperial y Bouse (Wood et al., 2008). Ya que estas fuentes de informacion
son de naturaleza distinta y no se tiene conocimiento de algiin procedimiento que permita
hacer una comparacion estadistica conjunta de todas ellas, se propone aqui un acercamiento
que se basa en los principios de concordancia genealdgica propuestos por Avise y Ball
(1990), los cuales ofrecen un marco tedrico mediante el cual se puede comparar y analizar
esta informacion.

Para los objetivos e hipotesis perseguidos en este estudio, de los cuatro aspectos de
concordancia propuestos por Avise (2004), el aspecto II, concordancia entre las genealogias
de multiples genes o loci dentro de una misma especie, es el que se tomo en cuenta debido
a que es el que tiene lugar a nivel de especies.

Para facilitar la interpretacion y comparacion, la informaciéon analizada fue
desglosada en un cuadro comparativo en el que se incluyeron los eventos vicariantes, las
estimaciones de tiempos absolutos de divergencia del ADN, los valores de Fsr entre

poblaciones y la cantidad de elementos de cortejo o movimientos compartidos entre
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poblaciones. Cada una de estas cuantificaciones representa una discontinuidad, ya sea
genética o conductual. A cada discontinuidad, se le dio un valor jerarquico de acuerdo a su
magnitud (o antigiiedad en el caso de los eventos vicariantes). Asi la mayor discontinuidad
en ADN mitocondrial es el nivel 1, la siguiente 2 y asi sucesivamente, y lo mismo para las
discontinuidades inferidas a partir de microsatélites y de movimientos de cortejo. Esto
permitid evaluar si habia o no concordancia temporal, es decir, si dos discontinuidades que
concuerdan por los grupos de poblaciones en que se presentaron, también concuerdan por
su orden cronologico de aparicion (inferido a partir de su magnitud) con respecto a otras
discordancias.
Los escenarios mdas simples, pero no exhaustivos, que se podrian esperar y sus

interpretaciones de acuerdo a las hipétesis planteadas son:

a) Que las discontinuidades genéticas, en especial las mitocondriales, concuerden

con eventos vicariantes pero las discontinuidades de cortejo no. Esto indicaria que ha

habido especiacion alopatrica como resultado del aislamiento de las poblaciones por

barreras fisicas de gran magnitud.

b) Que las discontinuidades genéticas, en especial las mitocondriales concuerden con

las discontinuidades de cortejo pero no con eventos vicariantes. Esto daria lugar a

interpretar que la aparicién de cortejos diferenciados que han estado sujetos a

seleccion por parte de las hembras han sido los responsables de procesos de

especiacion simpatrica que han provocado la diversificacion de linajes y especies.

¢) Que tanto las discontinuidades de cortejo como las discontinuidades genéticas, en

especial las mitocondriales, concuerden con los eventos vicariantes. La interpretacion

mas plausible en este caso seria que la especiacion ha sido alopatrica como se sugiere

en el inciso a), acompafiada de aparicion de diferencias en el cortejo como

subproducto del aislamiento entre poblaciones.

d) Si ninguna de las discontinuidades concuerdan entre si ni con los eventos

vicariantes, podrian existir explicaciones alternativas como, entre otros, especiacion

ecoldgica o eventos vicariantes no propuestos con anterioridad, que tendrian que

ponerse a prueba.
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6.5 Evidencias de hibridacion

Se evalud la existencia de hibridacion y el papel del cortejo como barrera de aislamiento a
nivel de especies, particularmente entre P. sierra 'y P. atromedia y a nivel de los dos linajes
mitocondriales previamente encontrados por Correa-Ramirez et al. (en preparacion) dentro
de P. sierra: el linaje de California, E.U.A. y el de la peninsula de Baja California. Se
utilizo tanto informacion de los experimentos de cortejo y apareamiento como de los

andlisis de genética poblacional.

6.5.1 Evidencias conductuales

Para el caso de obtener hibridacion entre P. sierra 'y P. atromedia, se analizaron los cortejos
de ambas especies en busca de cortejos intermedios, en el sentido de que presentaran una
mezcla de los movimientos caracteristicos de cada una de las especies parentales. No se
realizaron experimentos de comportamiento porque no se contd con ejemplares de estas dos
especies en cautiverio al mismo tiempo.

Para detectar la hibridacion entre los dos linajes de P. sierra (el de California,
E.U.A.y el de la peninsula de Baja California) determinados por Correa-Ramirez et al. (en
preparacion) con base en andlisis de ADN mitocondrial, se analizaron los cortejos de los
dos linajes y ademads se llevaron a cabo experimentos de apareamiento con los que se
comparo la frecuencia de aceptacion de los machos por parte de las hembras en varios tipos
de cruzas. Estas cruzas o emparejamientos se disefiaron de modo que permitieran evaluar el
efecto de pertenecer a uno u otro linaje o de la proximidad geogréfica entre sitios de origen.
Se llevaron a cabo tres tipos de emparejamientos:

a) Interlinaje corto, en las que se utilizéo un macho o hembra del linaje de California
(sitios de muestreo SCA1, SCA2 o SCA3) y un individuo del sexo complementario
del linaje de la peninsula de cualquiera de los sitios de muestreo de Ensenada o

Tecate (ENS1, ENS2, ENS3, ENS4 o TCT).
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b) Interlinaje largo, en las que se utiliz6 un macho o hembra del linaje de California
(sitios de muestreo SCA1, SCA2 o SCA3) y un individuo del sexo complementario
del sitio de muestreo NOV del linaje de la peninsula.
c) Intralinaje, en las que se utiliz6 un macho y una hembra del mismo (cinco casos) o
diferente (tres casos) sitio de muestreo, pero del mismo linaje.
En cada tipo de apareamiento se llevaron a cabo trece, ocho y ocho repeticiones de
cruzas, respectivamente. La conduccion de estos experimentos se hizo bajo las condiciones

descritas en el apartado precedente “Experimentos de cortejo”.

6.5.2 Evidencias genéticas

Las aproximaciones de asignacion de individuos a grupos genéticos por probabilidades
bayesianas utilizando marcadores moleculares se han implementado con frecuencia para
determinar la existencia de hibridos y/o introgresion (Pritchard et al., 2000; Mallet, 2005;
Sanz et al., 2009). Particularmente en el programa STRUCTURE, para esto se utiliza el
modelo de mezcla de poblaciones que asume que cada individuo i puede tener ancestria
mezclada, habiendo heredado una fraccion g de su genoma a partir de ancestros de cada una
de diversas k poblaciones. Como resultado se obtienen para cada individuo, los estimados
medios posteriores de las proporciones de cada poblacion K en su genoma. De esto modo se
puede detectar la existencia de hibridacidon y retrocruzas con las especies parentales,
dependiendo de la proporcion del genoma heredada de cada grupo en cada individuo.

En el presente estudio, con el fin de detectar evidencias de hibridacién entre P.
sierra 'y P. atromedia y entre los dos linajes mitocondriales dentro de P. sierra, se
interpretaron los resultados de los dos andlisis realizados en el programa STRUCTURE
descritos en la seccion “Determinacion del nimero de poblaciones”. Se consideraron como
individuos de ancestria mezclada todos los que tuvieron menos del 88% de proporcién (g)
de un solo grupo. En referencia especifica a la hibridacién entre P. sierra 'y P. atromedia,
todos los individuos que no pertenecieran al sitio de CCA y que tuvieron mas del 12% de
proporcion del grupo definido por CCA, se considerd que tenian ancestria mezclada entre

las dos especies. En referencia a la ancestria mezclada entre los linajes mitocondriales
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dentro de P. sierra, el de California y el de la peninsula de Baja California, se considero
como individuos de ancestria mezclada entre estos dos linajes, a los recolectados en los
sitios NOV, ENS1-ENS4 y TCT que tuvieran un minimo de 12% de probabilidades de
asignacion o coeficiente de membresia al grupo definido por SCA, y a los recolectados en
los sitios SCA1 y SCA2 que tuvieran un maximo de 88% de probabilidades de asignacién o

coeficiente de membresia al grupo definido por SCA.
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RESULTADOS

6.6 Trabajo de campo y mantenimiento de ejemplares en cautiverio

No se encontraron hembras con morfotipos de diferentes especies en un mismo sitio de
muestreo. Las hembras del sitio CCA pertenecieron a P. atromedia y en el sitio MTY, se
recolectd a P. sura. En el resto de los sitios, que se encontraban en la peninsula de Baja
California y sur de California, se encontrd a P. sierra. No se encontraron morfotipos de P.
atromedia en los sitios del sur de California.

De los 120 ejemplares de P. sierra recolectados vivos durante los muestreos de
mayo de 2011 (sitios de Ensenada, Tecate y California, E.U.A.), aproximadamente el 30%
perecieron durante los dias de recolectas o en las dos semanas posteriores a éstas. Para el
momento de iniciar los experimentos de comportamiento, aproximadamente la mitad de los

recolectados originalmente permanecian vivos.

6.7 Descripcion del cortejo de P. sierra, P. atromedia 'y P. sura

De un total de 49 experimentos realizados (29 de P. sierra, 4 de P. sura 'y 5 de P.
atromedia, utilizando machos y hembras; y 11 de machos solos de P. sierra, ver Tabla III),
en 40 (82%), los machos exhibieron alguna forma de cortejo. El tiempo efectivo de cortejo
varid desde menos de un minuto (5% del tiempo total) hasta poco menos de 10 minutos
(50% del tiempo total). El cortejo fue inmediato o pudo llegar a iniciarse hasta después de
10 minutos después de colocar al macho en el sustrato. El macho P14, ademds de no
cortejar, fue atacado por dos hembras distintas, una del mismo sitio de muestreo y la otra de
sitio y linaje distinto. El macho murié durante este segundo ataque.

En los experimentos de cortejo con machos solos de P. sierra, se observd que en

general éstos realizaron los mismos movimientos (ver descripciones mds adelante) que
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cuando estaban en presencia de las hembras, apoyando la idea de que las feromonas de la
hembra en el sustrato son suficientes para provocar la respuesta de cortejo de los machos.

El papel de las hembras durante el cortejo fue pasivo comparado con el de los
machos. Sus movimientos fueron simples, poco variables y no aportaron informacion
relevante para este estudio. Estos consistieron en tocar a los machos con sus patas
delanteras en algunas ocasiones, sobre todo antes del apareamiento, o posicionarse frente a
éste, realizando movimientos laterales, para dejarlo acercarse.

Tabla III. Experimentos de apareamiento y cortejo de P. sierra, P. atromedia y P. sura
ordenados cronoldgicamente. TE = Tipo de emparejamiento (IN =Intralinaje,
L = Interlinaje largo, C = Interlinaje corto, M = Machos solos estimulados con feromonas
de la hembra indicada pero sin su presencia fisica), @ y & hembra y macho utilizados con

sitio de origen entre paréntesis. C = presentd cortejo, A = presentd apareamiento.
*Individuos virgenes "No se utilizé la hembra, s6lo sus feromonas.

Especie TE  Fecha Hora Q g C A Observaciones

P. sierra IN 10/10/11 20:00 A5 (ENS4) All (ENS4) X

P. sierra IN 11/10/11 1:00 P11 (LPZ) P14 (LPZ) Macho atacado por hembra
P. sierra IN 11/10/11 2:00 P17 (LPZ) P9 (LPZ) X

P. sierra IN 14/10/11 5:00 C20 (SCAI) C22 (SCAl) X

P. sierra L 14/10/11 6:00 C7* (SCAL) P3 (LPZ) X

P. sierra C 14/10/11 7:00 K1* (ENS1) B13 (SCA2) X

P. sierra L 16/10/11 20:30 C7* (SCAl) P29 (LPZ) X

P. sierra IN 16/10/11 21:10 C9 (SCA1) C22 (scaln X X

P. sierra C 18/10/11 21:50 A17* (ENS4) B13 (SCA2) X

P. sierra IN 18/10/11 22:30 K1* (ENS1) F11 (TCT) X

P. sierra IN 18/10/11 23:40 P11 (LPZ) H14 (ENS5) X

P. sierra L 19/10/11 21:30 C20 (SCAI) P18 (LPZ) X

P. sierra IN 19/10/11 22:10 P21 (LPZ) F6* (TCT) X

P. sierra C 20/10/11 22:45 F17* (TCT) B13 (SCA2) X

P. sierra C 20/10/11 23:25 K4* (ENSI1) C22 (scAl)) X X Hembra produjo ovisaco
P. sierra C 22/10/11 3:25 Cl4* (SCA1) J16* (ENS3) X

P. sierra C 22/10/11 4:20 D6* (SCA3) A2* (ENS4) X

P. sierra L 24/10/11 4:50 C7* (SCAl) P23 (LPZ) X

P. sierra C 24/10/11 5:30 C14* (SCAl) J4 (ENS3) X

P. sierra L 24/10/11 6:10 P21 (LPZ) C22 (SCAl) X

P. sierra L 25/10/11 23:15 C5* (SCALl) P14 (LPZ) Macho muerto por hembra
P. sierra L 25/10/11 23:50 M3* (LPZ) C22 (SCAl) X

P. sierra L 26/10/11 0:25 P21 (LPZ) B13 (SCA2) X

P. sierra C 27/10/11 2:55 Cl14* (SCA1) F6* (TCT) X

P. sierra C 27/10/11 3:40 C7* (SCAl)  J16* (ENS3) X

P. sierra C 27/10/11 4:30 D6* (SCA3) K2 (ENS1) X

P. sierra C 27/10/11 22:20 C5* (SCAI) F11 (TCT) X

P. sierra C 27/10/11 23:00 J23* (ENS3) B13 (SCA2) X

P. sierra C 27/10/11 23:40 J17* (ENS3) C22 (SCA1) X
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Especie TE  Fecha Hora Q g C A Observaciones
P. sura - 04/02/12 3:15 N2 (MTY) N4 (MTY)

P. sura - 05/02/12 22:30 N1 (MTY) N5 (MTY) X

P. sura - 05/02/12 22:40 N2 (MTY) N5 M1Y) X

P. sura - 06/02/12 6:15 N2? (MTY) N3? (MTY) X

P. sierra M 14/01/12 17:50 C14* (SCA1) B2 (SCA2)

P. sierra M 14/01/12 18:05 C14* (SCAD) C22 (SCA1)

P. sierra M 14/01/12 18:20  J18* (ENS3) J20 (ENS3) X

P. sierra M 14/01/12 18:50  M6*' (LPZ) P3 (LPZ)

P. sierra M 07/01/12 17:15  M6*' (LPZ) P23 (LPZ) X

P.sierra M 07/01/12 17:35  J13*" (ENS3) J4 (ENS3) X

P. sierra M 07/01/12 18:55 C14*" (SCAI) C22 (SCA1)

P.sierra M 08/01/12 16:40  J13*' (ENS3)  JI16* (ENS3) X

P.sierra M 08/01/12 16:55 Cl14*' (SCA1)  BI3 (SCA2) X

P. sierra M 08/01/12 17:10  Mé6*' (LPZ) M4* (LPZ) X

P. sierra M 08/01/12 17:18 C14*" (SCA1) C22 (SCAD)

P. atromedia - 09/12/12 1:25 MDI1* (CCA) MD7* (CCA) X

P. atromedia - 09/12/12 1:48 MDI1* (CCA) MD8* (CCA)

P. atromedia - 09/12/12 3:43 MDI1* (CCA) MD9* (CCA) X X Coépula interrumpida por observ.
P. atromedia - 10/12/12 1:20  MDI* (CCA) MDI11* (CCA) X X Copula interrumpida por observ.
P. atromedia - 10/12/12 2:00 MDI* (CCA) MDI12* (CCA) X

6.7.1 Elementos basicos de los cortejos

Los cortejos exhibidos por los machos de las tres especies fueron distintos, siendo los de P.

sura 'y P. atromedia més parecidos entre si y el de P. sierra el mas diferenciado. Se

identificaron siete movimientos estereotipados mas conspicuos que componian la parte

medular de los cortejos y se describen en el siguiente parrafo. P. sierra presento,

exclusivamente, los movimientos I, II, III y IV (un macho de LPZ presento, en una tinica

ocasion, un movimiento muy similar al V, pero no se descartarta que sea una coincidencia).

Machos de P. sierra de todos los sitios presentaron los movimientos I, II, IIT y IV, con

excepcion del macho de ENS5 que sélo presentd movimiento 1. P. sura y P. atromedia

presentaron el movimiento VII en comun entre las dos especies, asi como un elemento

similar pero exclusivo de cada una, el V en P. suray el VI en P. atromedia. En la Tabla IV

se sintetizan las diferencias en los cortejos entre especies y a continuacion se describen

estos movimientos:



a) Movimiento I. Percusion (Video 1, ver disco compacto con material adicional). El
macho con sus ocho patas en el sustrato, levanta y baja todo su cuerpo enérgicamente
y en sucesiones inmediatas de hasta ocho repeticiones en poco mas de un segundo.
Cada vez que lo baja, golpea el sustrato con abdomen y/o pedipalpos, casi siempre

simultaneamente, produciendo un sonido corto y seco.

b) Movimiento II. Posible Estridulacion (Video 2, ver disco compacto con material
adicional). El macho levanta sus dos patas anteriores, y manteniendo las demas
firmes en el sustrato, inclina ligeramente su cuerpo hacia atras formando un angulo
de 20 grados con respecto a la horizontal, entonces recoge las patas anteriores y las
eleva hacia los lados de su dorso, de tal manera que los fémures quedan en posicidon
vertical y las tibias en posicion horizontal moviéndolas en repetidas ocasiones, a muy
alta velocidad con movimientos vibratorios hacia arriba y hacia abajo de modo que
en la posicién mas extrema del movimiento, las tibias alcanzan angulos de 15 a 20
grados con respecto de su posicidn inicial. Durante estos movimientos la arafia
produce un sonido similar al que se haria con un raspador. La limitada velocidad de
filmacion de las cdmaras utilizadas, no permitié la identificacion del mecanismo de

produccidn de este sonido.

c¢) Movimiento III. Tremulacion (Video 3, ver disco compacto con material
adicional). Es un movimiento de vaivén del cuerpo hacia adelante y hacia atrés.
Comienza con un golpe del abdomen en el sustrato y luego la proyeccion del cuerpo
hacia el frente seguida de un vertiginoso movimiento hacia atras, impulsado por las
patas delanteras que se estiran también hacia atras, al cabo del cual el cuerpo queda
“rebotando” hasta cuatro veces entre la posicidbn mas adelantada (casi un cuerpo
entero por delante de la posicion original) y la mas atrasada (un cuarto de cuerpo por
detras en la posicidn original), disminuyendo el recorrido total del movimiento con
cada rebote. El eje del recorrido tiene quince grados de inclinacidén con respecto al
sustrato. Durante estos rebotes los tres pares de patas posteriores permanecen fijos en

el sustrato. Hacia el final del movimiento, cuando el cuerpo deja de moverse, el
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abdomen permanece vibrando por fracciones de segundo e impactando con el
sustrato al mismo tiempo que las patas delanteras se bajan y vuelven a apoyar. El
efecto auditivo resultante de todo el movimiento es similar al que produce un

banderin al ser agitado por una fuerte rafaga de viento.

d) Movimiento I'V. Levantamiento de patas delanteras (Video 4, ver disco compacto
con material adicional). El macho eleva medio cuerpo por encima de su posicion
original y levanta sus patas delanteras estirdndolas hasta una posicioén vertical pero
con los tarsos hacia el frente formando una “L” invertida. Una pata siempre se
levanta primero y se incorpora la otra en fracciones de segundo. Las dos patas
permanecen en esta posicion cerca de un segundo. A continuacion, las patas
delanteras se flexionan 45 grados hacia atrds y el cuerpo se recorre hacia abajo y
hacia atrés casi hasta tocar el sustrato. Luego se proyecta hacia arriba y vuelve a caer
(en ocasiones golpeando el sustrato de forma parecida a la del movimiento I; y en
otras, ejecutando movimientos II), bajando las patas delanteras durante esta fase del
movimiento. Por lo general, durante el tiempo que las patas delanteras permanecen
despegadas del suelo, el macho cruza un pedipalpo sobre el otro y frota los cimbios
con los bulbos de sus pedipalpos y alternando sus posiciones. Aunque no se percibio
ningln sonido caracteristico de este movimiento, es probable que el macho produzca

algin tipo de estridulacion al frotar sus pedipalpos.

e) Movimiento V. (Video 5, ver disco compacto con material adicional). Mientras
mantiene los tres pares de patas posteriores en contacto con el sustrato, el macho
levanta el par delantero, estirdndolas completamente hacia arriba y hacia el frente en
un angulo de hasta 80 grados con respecto a la horizontal y las agita ligeramente con
una amplitud de aproximadamente diez grados. Por lo general el macho se encuentra

fijo al sustrato cuando agita sus patas de esta manera.

f) Movimiento VI. (Video 6, ver disco compacto con material adicional).

Movimiento similar al anterior, pero en este caso las patas delanteras no estan
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completamente estiradas, sino ligeramente flexionadas hacia el frente y hacia fuera
en las articulaciones entre fémur y tibia y entre tibia y tarso, de modo que quedan en
un angulo de aproximadamente 60 grados respecto a la horizontal, cuando estan en
su posicion mas elevada. Las patas delanteras no se mueven independientemente sino
que lo hacen simultdnemente con el resto del cuerpo, como parte de las sacudidas
cuando el cuerpo se desplaza hacia delante y atras aproximadamente a un cuarto de
su longitud total. E1 macho repite este movimiento de una a tres veces, mientras esta

quieto o caminando y deteniéndose para hacerlo.

g) Movimiento VII. (Video 7, ver disco compacto con material adicional) Comienza
con la elevacidn de las dos patas delanteras (que quedan apuntando hacia arriba) y el
cuerpo sobre el sustrato hasta una altura de entre tres y cuatro cuerpos, y la flexion
del abdomen de modo que su extremo distal queda apundando hacia el sustrato
mientras el rostro permanece dirigido hacia el frente. Luego, el macho baja una de
sus patas delanteras, golpea el sustrato con el metatarso y la recoge de nuevo,
primero con una pata y luego con la otra, repitiendo alternadamente hasta cuatro
veces con cada una. Mientras va realizando esta marcha con las patas delanteras,
avanza entrecortadamente, desplazandose un tercio de la longitud del cuerpo por
cada avance hacia adelante, y descendiendo hasta dejar el cuerpo a la altura del
sustrato hacia el final de la caminata. Las patas de atrds pueden moverse con

desplazamientos muy cortos o ser arrastradas.

6.7.2 Desarrollo y patrones de los cortejos

El desarrollo general de los cortejos de P. sierra podria esquematizarse de la siguiente
manera: tan pronto el macho es depositado sobre el sustrato, empieza a caminar rozandolo
con la parte anterior de los cimbios de sus pedipalpos, percibiendo las feromonas de la
hembra. Después de esta primera fase, que generalmente dura menos de un minuto, el
macho empieza a ejecutar movimientos I y luego movimientos II, intercalandolos entre la

caminata. Posteriormente comienza a hacer ciclos que se repiten continuamente y que
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duran por lo general menos de dos minutos. Cada ciclo, en términos generales, empieza con
el movimiento IV, inmediatamente después el movimiento Il o el Iy a continuacion realiza
una caminata erratica buscando a la hembra y durante la cual va alternando pausas para
ejecutar movimientos I y/o II entre cada caminata. Eventualmente el macho se detiene mas
o menos cerca de la hembra y ejecuta el movimiento I'V hasta cuatro veces, concluyendo asi
un ciclo normal. El macho permanece inmdvil un rato y luego vuelve a empezar el ciclo. En
los casos en que hubo apareamientos, luego de que el macho desplegara uno o varios ciclos
completos, la hembra le permitia acercarse para que ambos se tocaran en repetidas
ocasiones con sus patas delanteras, antes de permitirle montarla.

El desarrollo del cortejo de P. sura es mas sencillo. En éste se presenta con
frecuencia el movimiento V, el cual en algunas ocasiones va seguido del movimiento VII.
Entre los despliegues, transcurren largos periodos de inactividad en que el macho
simplemente permanece inmdvil. En una unica ocasidn se observd que un macho golped el
sustrato con sus pedipalpos. No se observaron apareamientos en esta especie.

Similar al anterior, en el cortejo de P. atromedia, los machos presentan primero el
movimiento VI y a continuacion el VII. Dado que el VII se despliega con mayor
frecuencia, en subsiguientes repeticiones puede o no ir precedido del VI. También aqui los
intervalos de inactividad son prolongados. Ambos movimientos, VI y VII, deben
presentarse al menos en una ocasion para que la hembra acepte al macho, el cual se
aproxima ejecutando el movimiento VII para luego intercambiar con ella toqueteos con las
patas delanteras, montarla y copular. En una unica ocasidén se observd que un macho
mantuvo sus patas delanteras inmoviles en el aire durante algunos segundos estirandolos
hacia los lados y bajandolos con movimientos pausados.

Frecuentemente los machos de las tres especies fueron interrumpidos antes de
terminar el ciclo o despliegue porque la hembra reacciond, ya sea corriendo o atacando al
macho. En estos casos el macho se detiene y vuelve a comenzar el cortejo después de una
pausa, que puede llegar a durar varios minutos, aunque la reaccion de la hembra no siempre
interrumpe el cortejo del macho, pues éste a veces lo continuia a pesar de las reacciones de

la hembra.
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Las descripciones anteriores de cada movimiento y de los esquemas generales de
desenvolvimiento de cortejo para cada especie, corresponden a sus arquetipos, pero en
realidad son relativamente variables y se presentan en una gama continua de intensidades y
fidelidades. En los casos de P. sura 'y P. atromedia hubo un nimero bajo de réplicas por lo
que no se encontraron patrones interespecificos. Pero en P. sierra, dentro de la mencionada
variabilidad, y a pesar de que, en todos los sitios menos uno, se presentaron los mismos
movimientos, los cortejos se pudieron agrupar en dos patrones que se describen a

continuacion (Tabla IV):

a) Patréon A (Video 8, ver disco compacto con material adicional). Fue exhibido por
los machos de los sitios SCAI, SCA2, TCT, ENS3 y ENSI. Este patrén se
caracteriza porque los movimientos I y II se despliegan con baja frecuencia, los I con
poca intensidad. La mayoria de los ciclos (mas del 70%) incluyen todos los
movimientos, pero los I y II no son tan notorios y los III y IV resultan mas
llamativos. La caminata inmediatamente después del movimiento 1V, la realizan con
las patas recogidas, mas cercanas al cuerpo que al sustrato. Las delanteras, incluso
llegan a ir despegadas del sustrato y no se usan para caminar, por lo que resulta un
desplazamiento torpe y atropellado, muy a menudo de lado en relacion al eje del
cuerpo de la arafia. Por su parte, el cuerpo va bien despegado del sustrato, de modo
que los pedipalpos quedan completamente estirados hacia abajo casi tocando el
sustrato. Otra caracteristica es que cuando los machos detienen la caminata, mueven

los pedipalpos lateralmente, dibujando un abanico de aproximadamente 45 grados.

b) Patron B (Video 9, ver disco compacto con material adicional). Fue exhibido por
los machos de los sitios LPZ, ENS4 y ENSS5. Se trata de un patrén en general menos
homogéneo que el anterior. Estd caracterizado principalmente porque los
movimientos I se realizan con mucha intensidad y junto con los II, son ejecutados
con mayor frecuencia (mas de 70% de los ciclos), mientras que los movimientos tipo
IIT y IV se exhiben con menor frecuencia (s6lo en menos de 30% de los ciclos) y en

el caso de los IV a veces son incompletos. Ademds durante las caminatas, que son
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cortas en comparacion con las de los machos que presentaron el patron A, el macho

lleva las patas mas estiradas hacia fuera y el cuerpo mds cerca del sustrato,

moviéndolo en forma de vaivén, de lado a lado pero sin despegar las patas del

sustrato y caminando siempre hacia el frente. Esto es en el caso de los machos cuyo

cortejo es menos diferenciado de los del patrén A. Los mas disimiles no presentan

movimiento IV en lo absoluto e incluso hubo un caso en el que Unicamente se

presentd el movimiento I. Ademads los ciclos suelen ser relativamente cortos y con

frecuencia los machos se desplazan persiguiendo a las hembras intentando tocarlas

con sus patas delanteras.

Tabla IV. Elementos y patrones de comportamiento desplegados por machos de P. sierra,
P. atromedia y P. sura. Referirse al texto de resultados para ver descripciones.
N(Exp) = Numero de experimentos realizados, N (Ind) = Numero de machos utilizados.
PBC = Linaje de la peninsula de Baja California, C = Linaje de California, E.U.A. De
acuerdo con los linajes mitocondriales propuestos por Correa et al. (en preparacion).

Elementos de Comportamiento

mucsreo Especie (i) L {Livo do Movimiento) Pa(t:rgrlijsode
I o0 ur v v VI VI
LPZ P. sierra (PBC) 10 7 X X X X B
ENS1 P. sierra (PBC) 1 1 X X X X A
ENS3 P. sierra (PBC) 6 3 X X X X A
ENS4 P. sierra (PBC) 2 2 X X X X B
ENSS P. sierra (PBC) 1 1 X B
TCT P. sierra (PBC) 4 2 X X X X A
SCA1 P. sierra (C) 9 1 X X X X A
SCA2 P. sierra (C) 7 2 X X X X A
CCA P. atromedia 5 5 X X -
MTY P. sura 4 3 X X -

Segun los andlisis estadisticos que compararon los dos patrones de cortejo dentro

de P. sierra (Tabla V) las diferencias entre patrén A y patréon B, independientemente de los

linajes, fueron significativas (después de la correccion de Bonferroni, P = 0.01) y tuvieron

los valores mas altos de probabilidad. Al comparar entre el linaje mitocondrial de

California y el de la peninsula de Baja California, independientemente de los patrones, se
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encontrd que no fue significativo cuando se condensaron las pseudoréplicas en un solo
dato por individuo, pero, al contrario de lo que se esperaba, si fue significativo cuando se
tomaron las pseudoréplicas por separado. El patrén de cortejo A fue desplegado por
individuos de los dos linajes mitocondriales, por lo tanto se compararon entre los dos
linajes dentro del patrén de cortejo A.

Por otro lado, aunque el patron B fue exhibido por individuos de un solo linaje, se
compard entre aquellos de Ensenada contra los de La Paz, para ver si la gran distancia
geografica provocaba alguna diferenciacion. En todos estos casos, los resultados fueron no
significativos, sugiriendo que adentro de cada patrén, la distancia geografica o la
disimilitud genética no tienen efecto sobre el cortejo. Por ultimo, y también de acuerdo a lo
esperado, cuando se consideré dentro del linaje con dos patrones (el de la peninsula de
Baja California), las diferencias entre ambos si fueron significativas. Todos estos
resultados indican que las diferencias entre patrones de comportamiento, son patentes pero
no estan determinados por la latitud geografica de la que provienen los individuos, ni por el
linaje mitocondrial al que pertenecen. Ademads, que en el caso Unico en que los dos linajes
resultaron estadisticamente diferentes, probablemente sea debido a que dentro de uno de
ellos se presentaba un fuerte contraste en los cortejos, porque dentro del mismo linaje
habia sitios con patrén A y otros sitios con patrén B, y no tanto a diferenciacidon entre
linajes per se. Estas diez pruebas estadisticas se realizaron también con los datos de
movimientos III y IV sin estandarizar (ver seccion “Andlisis de datos de cortejo” en
Materiales y métodos) y en todos los casos los resultados fueron muy similares.

Por ultimo, para descartar la posibilidad de que el tipo de cruza (intralinaje o
interlinaje) en el que estuvieran participando los machos, tuviera influencia sobre la
intensidad del cortejo, todas las réplicas y pseudoréplicas se agruparon so6lo bajo el criterio
de si los consortes pertenecian al mismo linaje 0 no y se compararon ambos grupos, una
vez mas por duplicado, considerando pseudoréplicas y condensandolas en un valor por
individuo. Las diferencias no fueron significativas (P= 0.1151 y 0.3446), por lo que se
puede descartar que el disefio experimental utilizado afectara las comparaciones a las que

se sometieron los patrones de cortejo.
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Tabla V. Pruebas de estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney para diferenciar
cortejos dentro de P. sierra, entre patrones (descritos en el texto) y entre los linajes
mitocondriales de California, E.U.A. (C) y de la peninsula de Baja California (PBC)
considerando pseudoréplicas condensadas y sin condensar. “N” = numero de réplicas.
Como resultados de las pruebas U de Mann-Whitney se indican
“Limites Inf - Sup” = intervalos de valores criticos de acuerdo a los tamafios de muestra,
“Ua” = valores del estadistico U y “P” = valores de probabilidad. Valor de significancia
después de la correccion de Bonferroni P = 0.01

Pseudoréplicas condensadas Pseudoréplicas sin condensar
Prueba estadistica Limites Limites
N Inf - Sup Ua P N Inf - Sup Ua P

Patron A vs Patrén B

(ENSI, ENS3, TCT, SCAl y SCA2) 7vs9 15-48 60 0.0015 19vs 10 58-132 7  <.0001
vs (LPZ, ENS4 y ENS5)

Linaje PBC vs Linaje C
(LPZ, ENS1, ENS3, ENS4, ENS5 y TCT)
vs (SCA1y SCA2)

14vs2 2-26 24 NS 18vs 11 61-137 165 0.0016

Linaje PBC vs Linaje C dentro de Patrén A

(ENS1, ENS3 y TCT) vs (SCA1 y SCA2) S5vs2 1-9 8 NS 8vs 1l 23 -65 33 NS
Sitios extremos dentro de Patron B 6vs3 2-16 95 NS 7vs3 2-19 12 NS
(LPZ) vs (ENS4 y ENSS5)

Patréon A vs Patron B dentro Linaje PBC

(ENS1, ENS3 y TCT) vs
(LPZ. ENS4 y ENS5) 5vs9 9-36 42 0.0057 8vs 10 20 - 60 73 0.0019
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6.8 Calibracion de loci microsatélites

De un total de 343 individuos utilizados para la genotipificacidn, se obtuvieron genotipos
multilocus completos (7 loci) para 228 individuos (NOV = 34 de 42, 81%; ENS1 = 21 de
30, 70%; ENS2 = 27 de 34, 79%; ENS3 = 35 de 40, 88%; ENS4 = 34 de 40, 85%; TCT =
23 de 40, 58%; SCA1 = 18 de 24, 75%; SCA2 =21 de 40, 53%; CCA = 15 de 53, 28%). El
locus Psier51 fue descartado durante el trabajo de laboratorio por su baja tasa de

amplificacion exitosa.

6.8.1 Validacion de la base de datos

Una muestra de 47 de estos 228 individuos (aproximadamente 20%) fueron reamplificados
y genotipificados por segunda ocasion. Tal como sucedid al obtener la base de datos
original, no se obtuvieron productos de amplificacién de todos los individuos re
amplificados por lo que se lograron sélo 290 de 329 genotipos por locus, lo que da un éxito
de amplificacion de 88%. A partir de la comparacion de estos genotipos con los de la base
de datos original, se calculd una tasa media de error por alelo (razén entre el numero de
inconsistencias alélicas y el nimero de alelos replicados) de 15% y una tasa media de error
por locus (razén entre el numero genotipos unilocus que incluyen al menos una

inconsistencia alélica y el nuimero de genotipos unilocus replicados) de 21%.
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6.8.2 Desequilibrio de ligamiento entre pares de loci y por sitio de muestreo

Para cada par de loci se hizo una prueba por sitio de muestreo y una global, para totalizar
210 pruebas. La prueba global de desequilibrio de ligamientos indicé que Psier20 y Psier21
y Psierl7 y Psierl9 estuvieron ligados. Sin embargo, al revisar por sitio de muestreo,
ambos pares de loci se encontraron ligados sélo en el sitio NOV después de la correccion
de Bonferroni (9 sitios x 21 pares de loci = P=0.000265). Esta informacion se detalla en la
Tabla VI.

Tabla VI. Valores de probabilidad de la prueba de desequilibrio gamético por pares de loci
microsatélites, por sitio de muestreo y global en P. atromedia y P. sierra de California y la

peninsula de Baja California. * y en rojo, significativos después de la correccion de
Bonferroni (P = 0.000265).

Par de Loci NOV ~ ENS1  ENS2 ENS3 ENS4 TCT SCA1 SCA2 CCA Global
Psier04/Psier40  0.0434 1 0.8261  0.3302 1 0.6317 0.3155 1 0.4647  0.7528
Psier04/Psier20  0.7168 1 1 1 0.4994 0.3811 0.0385 0.2240 0.0529  0.3696
Psier40/Psier20  0.3158 1 0.4923  0.00016* 1 0.0178 0.6978 0.9616 0.6161  0.0286

Psier04/Psier21  0.4955 0.8041 0.6058  0.7946  0.6315 0.9972 0.1187 0.2290 0.3544  0.7602
Psier40/Psier21  0.8949 0.9569 0.5545  0.5154 09168 0.3989 0.5384 0.9823 0.8923  0.9947
Psier20/Psier21 0* 0.2926 0.0283  0.0183  0.0442 0.1814 0.0030 0.0007 0.0061 0%

Psier04/Psier19  0.4164 0.7155 0.6147 1 0.1650  0.9327 1 0.4001 0.9965  0.9603
Psier40/Psier19  0.5068 0.1775 0.4375  0.0709  0.6096 0.7143 1 0.5656 0.0121  0.1757
Psier20/Psier19  0.5437 0.2665 0.3412  0.7364 1 0.5862 0.3360 0.0299 0.8496  0.5079
Psier21/Psier19  0.8307 0.0812 0.9504 0.0953  0.7328 0.6278 0.7506 0.0335 0.8093  0.3593
Psier04/Psier29  0.1754 1 1 1 0.3288 0.5325 0.0747 0.5199 0.1708  0.5232
Psier40/Psier29  0.4349 0.4885 0.6698  0.2582  0.1570 0.0926 0.8980 0.2578 0.6838  0.4070
Psier20/Psier29 1 1 0.2262 1 0.6873 0.5534 0.2614 0.3281 0.2113  0.7958
Psier21/Psier29 1 0.5320 0.6709  0.5792  0.3681 0.8874 0.8416 0.2913 0.0903  0.7909
Psier19/Psier29 1 1 0.1561  0.0614  0.3620 0.8285 1 0.0570 1 0.4934
Psier04/Psier17  0.3387  0.5399 1 1 0.7511 0.6842 0.2674 0.0866 0.0060  0.2112

Psier40/Psier17  0.5291 0.0789 0.4916  0.8042  0.3565 0.2813 0.5337 0.6235 0.2456  0.4678
Psier20/Psier17  0.5924 0.5256 0.4262  0.8911  0.3626 0.4394 0.6164 0.0996 0.2570  0.5757
Psier21/Psierl7  0.9806 0.8448 0.6960  0.9884  0.2321 0.0424 0.4508 0.0192 0.4945  0.2656
Psier19/Psier17 0* 0.0140 0.7020  0.6359  0.4421 0.8381 1 0.4723 1 0*

Psier29/Psierl7  0.0540 0.0745 0.6314 1 0.8616 0.3005 0.8506 1 0.4178  0.5422
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6.8.3 Desequilibrio de Hardy-Weinberg y alelos nulos por sitio de muestreo

De las 63 combinaciones de loci y sitios de muestreo, 35 se desviaron significativamente
del equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado en base al indice de endogamia Fis (ver
valores en la seccién “Diversidad Genética de los Sitios de Muestreo”) después de la
correccion de Bonferroni (Rice, 1989), el cual fue de 9 sitios de muestreo x 7 loci, P =
0.0008. Sin embargo, ningun sitio se desvid significativamente para todos los loci. De igual
manera, ningtin locus se desvio significativamente en todos los sitios (Tabla VII).

Los resultados del programa MICRO-CHECKER indicaron que 45 de las 63
combinaciones de loci y sitios de muestreo pudieron haber tenido errores de
genotipificacion debido a alelos nulos (Tabla VII). Entre ellas estaban comprendidas todas
las 35 combinacines que se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg mencionadas en el
parrafo anterior. Ademas al comparar con las estimaciones de frecuencia de alelos nulos
realizadas en el programa FREENA (Tabla VII) coinciden, pues los 45 estaban entre los
que tenian estimaciones de frecuencia de alelos nulos mas altas partiendo de 0.09 y hasta un
valor maximo de 0.40, con excepcion del locus Psier 19 en SCA1 y los loci Psier 19, Psier
21 y Psier40 en CCA, que tuvieron estimaciones de alelos nulos de 0.09, 0.09, 0.11 y 0.15,
respectivamente pero que en MICRO-CHECKER no resultaron proclives a errores de
genotipificacion por alelos nulos. En el mismo sentido, 32 de las 35 combinaciones de
sitios por locus que se desviaron significativamente del equilibrio de Hardy-Weinberg
correspondian con los valores de frecuencia de alelos nulos mas altos en el rango de 0.18 y
0.40. Las excepciones a este patron fueron Psierl7 en CCA y Psier20 y Psier29 en ENS4
que tuvieron estimaciones de alelos nulos mas pequefias, de 0.13, 0.15741 y 0.15,
respectivamente, pero presentaron desviaciones significativas y Psier21 en SCAI que a
pesar de tener una estimacion de 0.22 no se desvid significativamente.

Los resultados del programa MICRO-CHECKER también indicaron que los
individuos genotipificados con Psier20 en SCA1 y CCA; Psier21 en ENS3, ENS4, SCAly
SCA2; Psier29 en ENS4; y Psier40 en NOV, ENS2 y ENS3 pudieron haber tenido errores
por la presencia de bandas numerarias (“stutters” en inglés), pues se encontrd una ausencia
significativa de heterocigotos con diferencia de una unidad repetitiva. Salvo Psier 21 en

ENS3, ENS4 y SCAI, las otras siete, se encontraron en desequilibrio de Hardy-Weinberg.
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No se detectaron evidencias de errores por competencia de alelos de menor talla siendo
amplificados més rapido y en mayor cantidad que los de mayor talla (“allelic dropout” en
inglés) en ningun sitio ni locus.

Tabla VII. Frecuencias de alelos nulos por sitio de muestreo, por locus y promedios
estimados en el programa FREENA para P. sierra y P. atromedia de la peninsula de Baja

California y California, E.U.A. "Combinaciones de sitio de muestreo y locus que podrian
presentar alelos nulos segun el programa MICRO-CHECKER.

Sitio de Locus .
muestreo . ) ] ] i ] 4 Promedio
Psier04 Psierl7 Psierl9 Psier20 Psier21 Psier29 Psier40
NOV 0.05748 0.16424r 0.00002 0.27134r 0.15209T 0.24266T 0.32859T 0.1738
ENS1 0.00006 0.23575T 0.26064T 0.31034T 0.02921 0.23933T 0.28315T 0.1941
ENS2 0.05619 0.24394T 0-17764r 0.06271 0 0.22215T 0.25015T 0.1447
ENS3 0.08871T 0.34951T 0.2444—{r 0.20924T 0.15129T 0.22982T 0.30369T 0.2252
ENS4 0.05512 0.30408T 0.19336T 0.15741T 0.13535T 0.148T 0.24689T 0.1772
TCT 0.12635T 0.14613T 0.25614T 0.20491T 0.05526 0.36505T 0.1844—{r 0.1912
SCA1 0.05674 0.14451T 0.08666 0.39939T 0.22068T 0.18283T 0.2429T 0.1905
SCA2 0.26571T 0.02837 0.02218 0.30555T 0.24219T 0.09249T 0.29415T 0.1787
CCA 0 0~13522T 0.09238 027458T 0.11111 0.0489 0.15456 0.1167

Promedio 0.0785 0.1946 0.1482 0.2439 0.1219 0.1968 0.2543
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6.8.4 Prueba de neutralidad de los loci microsatélites

De acuerdo con los andlisis realizados con el programa LOSITAN ninguno de los loci
microsatélites seria candidato a encontrarse bajo efecto de seleccidn, pues todos ellos se
encontraron en la region de neutralidad. Los resultados fueron muy similares al utilizar el
modelo mutacional de alelos infinitos y el de un paso (“stepwise”, en inglés) por lo que en

la Figura 2 s6lo se muestran los resultados del segundo.
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Figura 2. Resultado de la prueba de neutralidad para siete loci microsatélites utilizados
para genotipificar sitios de muestreo de P. sierra y P. atromedia de la peninsula de Baja
California y California, E.U.A. El andlisis se realiz6 en el programa LOSITAN. En el area
gris se ubican los loci candidatos a ser neutrales, mientras que en las areas roja y amarilla se
ubican los loci candidatos a estar bajo seleccion, positiva y balanceadora, respectivamente.
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6.9 Diversidad genética al interior de los sitios de muestreo

Todos los loci fueron polimédrficos con 17, 15, 20, 22, 5, 34 y 19 alelos para el locus
Psier04, Psierl7, Psierl19, Psier20, Psier21, Psier29 y Psier40, respectivamente. Los
promedios de alelos por locus fueron 8, 7.89, 9.44, 8.56, 3.44, 14 y 8 alelos,
respectivamente, y por sitio de muestreo, 11.71, 7.71, 9.43, 12.71, 10.14, 5.71, 6.43, 7.29 y
5.14 alelos para los sitios de NOV, ENS1, ENS2, ENS3, ENS4, TCT, SCA1, SCA2 y
CCA, respectivamente. El gran promedio por locus por sitio fue 8.48 alelos (Tabla VIII).

Se encontraron 28 alelos privados. Ocho en el sitio NOV, siete en ENS3, cinco en
CCA, cuatro en ENS4, tres en SCA2 y uno en SCA1. De todos estos, Psier20-181, Psier19-
157, Psier19-159 y Psier40-134 en CCA tuvieron frecuencias de 37% los tres primeros y
53% el Gltimo; Psier20-135 y Psier20-175 en NOV tuvieron frecuencias de 6% cada uno; y
Psier04-146 de SCA2 tuvo una frecuencia de 7%. El resto de los alelos nulos tuvieron
frecuencias inferiores al 5%.

Tanto la cantidad de alelos, asi como la de alelos efectivos y la riqueza alélica
(basada en un tamafio de muestra minimos de 15 muestras) por locus por sitio de muestreo
(Tabla VIII, Figura 3), tuvieron sus valores minimos en el sitio CCA con cifras de 5.1,3.2 y
5.1 alelos respectivamente; y sus valores maximos, en ENS3 con valores de 12.7, 8.1 y 10.1
alelos respectivamente. De igual manera, los valores minimos para estos tres parametros se
presentaron siempre en el locus Psier21 y los maximos en Psier29, con valores de 3.4,2.2 y
3.2,y 14, 8.4 y 11.3 alelos respectivamente. Los promedios equivalieron a 8.5, 5.2 y 7.4
alelos por locus por sitio de muestreo, respectivamente. Los valores minimos y maximos de
heterocigosidad estimada por sitio de muestreo por locus se presentaron en los mismos
sitios y locus ya mencionados, correspondiendo los minimos a 0.64 y 0.53; y los méximos,
a 0.85 y 0.87, respectivamente, con promedio de 0.77. Las heterocigosidades observadas
minimas por sitio de muestreo por locus fueron de 0.36 en el sitio TCT y 0.33 en el locus
Psier40; y las maximas, de 0.56 en el sitio ENS2 y 0.67 en el locus Psier04, con un
promedio de 0.45. Por ultimo, los valores del indice de endogamia por sitio de muestreo por

locus mas bajos fueron de 0.34 en el sitio ENS2 y 0.22 en el locus Psier04; y los mas altos,
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0.5 en el sitio ENS3 y 0.59 en el locus Psier40, con un promedio de 0.43. Los valores se
desglosan para cada una de las 63 combinaciones de sitios de muestreo por locus y sus

promedios en la Tabla VIIIL.

Tabla VIII Medidas de diversidad genética estimadas por locus microsatélite, por sitio de
muestreo y promedios para P. sierra y P. atromedia de la peninsula de Baja California y
California, E.U.A. SM = Sitio de muestreo, Param. = Parametro, Prom = Promedio,
N = Numero de individuos, Na = Numero de alelos, Ne = Alelos efectivos, R = Riqueza
alélica, Ho = Heterocigosidad observada, He = Heterocigosidad esperada no sesgada,
F = Indice de endogamia. *Desviado significativamente del equilibrio de Hardy-Weinberg
después del ajuste de Bonferroni (P < 0.0008).

Locus
SM  Param. Psier04 Psierl?7 Psierl9 Psier20 Psier21 Psier29 Psier40 Prom.
N 34 34 34 34 34 34 34 34
N, 9 10 9 14 5 24 11 11.713
N, 5.943 2.756 3.973 7.18 2.676 16.056 4951 6.2191
NOV R 8.008 7.249 6.428 10.603 4.368 17.271 8.461 8.9126
H, 0.7353 0.3824 0.7353 0.3529 0.3824 0.4706 0.2059 0.4664
H, 0.8442 0.6466 0.7594 0.8736 0.6356 0.9517 0.8099 0.7887
F 0.1307 0.4123 0.0323 0.5996* 0.4021 0.5093* 0.7486* 0.4050
N 21 21 21 21 21 21 21 21
N, 7 8 10 9 4 10 6 7.7143
N, 5.313 5.04 4.927 6.945 2.222 7.35 4.768 5.2235
ENSI1 R 6.69 7.386 8.836 8.552 3.714 9.471 5.919 7.224
H, 0.8571 0.381 0.3333 0.2857 0.5238 0.4286 0.2857 0.4422
H. 0.8316 0.8211 0.8165 0.8769 0.5633 0.885 0.8095 0.8006
F -0.0315 0.5422* 0.5977* 0.6796* 0.0717 0.5219* 0.6527* 0.4425
N 27 27 27 27 27 27 27 27
N, 8 9 11 12 3 16 7 9.4286
N, 5.608 7.01 6.284 6.339 2.271 10.721 5.544 6.2537
ENS2 R 7.664 8.683 9.687 9.716 2.999 13.404 6.473 8.3751
H, 0.7407 0.4074 0.5185 0.7407 0.6296 0.4815 0.3704 0.5555
H. 0.8372 0.8735 0.8567 0.8581 0.5702 0.9238 0.8351 0.8221
F 0.1171 0.5383* 0.3993* 0.1391 -0.1064 0.4836* 0.5612* 0.3350
N 35 35 35 35 35 35 35 35
N, 14 10 14 12 3 24 12 12.7143
N, 8.942 6.38 8.909 7.538 2.189 14.162 8.781 8.1289
ENS3 R 11.102 8.469 11.495 10.379 2.998 16.165 10.365 10.139
H, 0.7429 0.2 0.4286 0.4857 0.3143 0.4857 0.3143 0.4245
H. 0.901 0.8555 0.9006 0.8799 0.5511 0.9429 0.899 0.8471
F 0.1777 0.7688* 0.5278* 0.4516* 0.4333 0.4885* 0.6537* 0.5002
N 34 34 34 34 34 34 34 34
N, 8 10 10 12 4 15 12 10.1429
N, 5.695 6.943 6.701 6.964 2.287 4.787 7.434 5.83
ENS4 R 7.058 9.073 8.478 9.317 3.441 10.565 9.704 8.2337
H, 0.7059 0.2941 0.5 0.5588 0.3529 0.5294 04118 0.479
H. 0.8367 0.8687 0.8635 0.8692 0.5711 0.8029 0.8784 0.8129
F 0.1583 0.6648%* 0.4246* 0.3605%* 0.3856 0.344* 0.535% 0.4104




Tabla VIII. Continuacion
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Locus

SM  Param. Psier04 Psierl?7 Psierl9 Psier20 Psier21 Psier29 Psier40 Prom.
N 23 23 23 23 23 23 23 23
N, 5 5 5 6 4 9 6 5.7143
N, 2.3 2.501 2.829 3.306 2.762 6.373 4.182 3.4649
TCT R 4.188 4.604 4.304 5.267 3.884 8.656 5.869 5.2531
H, 0.3478 0.3913 0.2174 0.3478 0.5652 0.1739 0.4783 0.3602
H. 0.5778 0.6135 0.6609 0.713 0.6522 0.8618 0.7778 0.6939
F 0.4034 0.3674 0.676* 0.5178* 0.136 0.8018* 0.3904* 0.4704
N 18 18 18 18 18 18 18 18
N, 8 5 8 4 3 9 8 6.4286
N, 4.836 4.320 5.184 2.945 2.242 5.226 3.951 4.1006
SCA1 R 7.476 4.997 7.801 3.976 2.997 8.45 7.64 6.191
H, 0.7222 0.5 0.6667 0 0.2222 0.5 0.3333 0.4206
H, 0.8159 0.7905 0.8302 0.6794 0.5698 0.8317 0.7683 0.7551
F 0.1178 0.3742 0.2016 1* 0.6169 0.4058* 0.5732* 0.4699
N 21 21 21 21 21 21 21 21
N, 9 7 12 3 3 9 8 7.2857
N, 5.281 4.570 8.092 2.291 1.726 5.011 5.690 4.666
SCA2 R 8.312 6.561 10.899 2.999 2.714 8.056 7.542 6.7261
H, 0.3333 0.7143 0.8571 0.0952 0.0952 0.619 0.2857 0.4285
H. 0.8304 0.8002 0.8978 0.5772 0.4309 0.82 0.8444 0.743
F 0.6045* 0.1098 0.0464 0.8384* 0.7832* 0.2496 0.6671* 0.4713
N 15 15 15 15 15 15 15 15
N, 4 7 6 5 2 10 2 5.1429
N, 3.147 2.83 3.409 3913 1.301 5.696 1.991 3.1839
CCA R 4 7 6 5 2 10 2 5.1429
H, 0.8667 04 0.5333 0.2667 0.1333 0.8 0.2667 0.4667
H. 0.7057 0.669 0.731 0.7701 0.2391 0.8529 0.5149 0.6404
F -0.2381 0.4105* 0.2774 0.6616* 0.451 0.0641 0.4909 0.3705
N 25.3333 25.3333 25.3333 25.3333 25.3333 25.3333 25.3333 25.3333
Prom. N, 8 7.8889 9.4444 8.5556 3.4444 14 8 8.4762
N, 5.2294 4.7055 5.5898 5.2691 2.1862 8.3757 5.2547 5.2301
R 7.1664 7.1136 8.2142 7.3121 3.235 11.3376 7.1081 7.3553
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NOV ENSI ENS2  ENS3  ENS4 TCT SCAI SCA2 CCA

Sitio de muestreo

Figura 3. Medidas de diversidad genética por sitio de muestreo para siete loci
microsatélites en P. sierra en la peninsula de Baja California y P. atromedia en California,
E.U.A. Se muestran los promedios de todos los loci por sitio de muestreo. Linea gruesa con
rombos = numero de individuos, linea negra con cuadros = nimero de alelos, linea
intermitente con circulos = riqueza alélica, linea gris con tridngulos = alelos efectivos. Para

los acrénimos referirse a la Tabla 1.
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6.10 Numero de poblaciones genéticamente homogéneas y estructura genética

poblacional

6.10.1 Analisis Factorial de Correspondencia

El analisis factorial de correspondencia alcanzo a explicar, con el primer factor, 35% de la
varianza; con el segundo, 15.09%; y con el tercero, 12.85% para totalizar un 63.25% de la
variacion total. En la Figura 4 se aprecian, dos nubes de puntos en extremos opuestos del
eje 1. La mas pequefia contiene unicamente a los individuos del sitio CCA, en color azul
afiil, que corresponden a P. atromedia. La otra nube contiene al resto de los sitios, los que
constituyen a la especie P. sierra. Se repitid el analisis excluyendo a todos los individuos
de P. atromedia sin que esto mostrara ninguna alteracion en la distribuciéon de los puntos
que representan a los individuos de P. sierra (resultados no mostrados).

Dentro de la nube de P. sierra, se pudieron identificar algunas agrupaciones
relativas a los sitios de muestreo. El conjunto de puntos mas distinguible es el del TCT y
después el de NOV, que se segregaron en extremos opuestos del eje 2 en color rojo y verde
oscuro respectivamente (Figura 4A). Por su parte, los puntos pertenecientes a los sitios
SCA1 y SCA2 en color morado y vino, estan completamente traslapados entre si pero se
separaron del resto de la nube en el eje 1 (Figura 4A y 4B) y sobre todo en el eje 3 (Figura
4B). Los sitios ENS1, ENS2, ENS3 y ENS4 se encuentran traslapados y no pudieron

distinguirse entre si en ninguno de los ejes.
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Figura 4. Analisis factorial de correspondencia realizado con las frecuencias alélicas de
siete loci microsatélites para P. sierra y P. atromedia en la peninsula de Baja California y
California, E.U.A. Cada punto representa un individuo proveniente de: NOV = verde
oscuro, ENS1 =
TCT = rojo, SCA1 = morado, SCA2 = vino, CCA = azul aiiil. A. Se grafica el eje 1 contra
el eje 2. B. Se grafica el eje 1 contra el eje 3.

verde claro, ENS2 = amarillo, ENS3 = anaranjado, ENS4 = marron,
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6.10.2 Analisis discriminante de componentes principales

Mediante el andlisis discriminante de componentes principales (Figura 5) se obtuvieron
resultados practicamente idénticos a los anteriores. Una nube de puntos que representa a P.
atromedia y otra que representa a P. sierra, dentro de la cual, se separan claramente los
sitios de NOV y TCT mientras el resto permanece con considerable traslape. La tnica
diferencia es que en este caso los puntos que representan a los sitios SCA1 y SCA2 no se
encuentran tan traslapados entre si, y son solo los del segundo los que se encuentran
ligeramente desplazados en direccion a P. atromedia, mientras que los del primero
permanecen con los puntos de los sitios ENS. Cuando se repite el analisis dejando fuera a
P. atromedia, el patron general se mantiene, pero a través del eigenvalor 3 (eje 3), la
segregacion del sitio SCA2 se hace mas acusada y ademads el sitio ENS3 también se
desplaza hacia el lado opuesto y se separa ligeramente del resto de los sitios. Por ultimo,
cuando los cuatro sitios de ENS y los dos de SCA se condensan en dos grupos, la

separacion entre cuatro poblaciones, NOV, ENS, TCT y SCA, se hace atin més notoria.
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Figura 5. Analisis discriminate de componentes principales realizado con las frecuencias
alélicas de siete loci microsatélites. A y B nueve sitios de muestreo incluyendo P. sierra'y
P. atromedia, ejes 1 y 2 y 1 y 3 respectivamente; C y D. ocho sitios de muestreo
incluyendo solo a P. sierra, ejes 1 y 2 y 1 y 3 respectivamente; E y F. ocho sitios de
muestreo condensados en cuatro grupos, NOV (1 sitio), ENS (4 sitios), TCT (1 sitio) y
SCA (2 sitios), ejes 1 y 2y 1 y 3 respectivamente.
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6.10.3 Estadisticos F de Wright

La pruebas de diferenciacion genética utilizando valores de Fgsr entre todos los pares
posibles de sitios de muestreo arrojaron valores bajos y significativos (después de la
correccion de Bonferroni, 36 pares posibles, P=0.0014) para la mayoria de los sitios de
muestreo (Tabla IX). El rango total de valores fue de 0.00 a 0.28. CCA difiere
significativamente de todos los demads sitios, con valores por encima de 0.19, que
corresponden a la diferenciacidon entre P. sierra y P. atromedia. TCT y NOV también
presentan diferencias significativas con respecto al resto de los sitios con rangos de 0.9 a
0.14 y 0.5 a 0.10, respectivamente. SCA1 y SCA2 presentan valores de diferenciacion de
0.05 a 0.07 con respecto a los sitios restantes. Los valores de Fgsr entre la triada ENSI1,
ENS2 y ENS3; y el par SCA2 y ENSI1 no fueron estadisticamente diferentes después de la

correccidén de Bonferroni.

Tabla IX. Valores de Fst por pares de sitios de muestreo estimados a partir de las
frecuencias alelicas de siete loci microsatélites para P. sierra'y P. atromedia en la peninsula
de Baja California y California, E.U.A. Bajo la diagonal se muestran los valores de Fsr. En
rojo se resaltan los valores mas altos, entre 0.19 y 0.28; en amarillo, entre 0.09 y 0.14; en
verde, entre 0.05 y 0.07; y los inferiores a 0.05 aparecen en blanco. Los asteriscos denotan
significancia estadistica. Sobre la diagonal se muestran los valores de probabilidad
correspondientes. Significancia estadistica después de la correccion de Bonferroni
P=0.0014.

NOV ENS1 ENS2 ENS3 ENS4 TCT SCAI SCA2 CCA
NOV 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0*
ENS1 0.05%* 0.0158 0.0156 0* 0* 0* 0.0014 0*
ENS2 0.05%* 0.02 0.3078 0* 0* 0* 0* 0*
ENS3 0.05%* 0.01 0.00 0.0008* 0* 0* 0* 0*
ENS4 0.06%* 0.03* 0.04* 0.02%* 0* 0.0002* 0* 0*
TCT 0.14%* 0.09%* 0.10%* 0.09%* 0.11% 0* 0* 0*
SCAI 0.09* 0.07* 0.07* 0.06* 0.05* 0.13* 0.0008* 0*
SCA2 0.10%* 0.05 0.07* 0.07* 0.05* 0.14%* 0.07* 0*

CCA 0.20* 0.22* 0.20* 0.19* 0.20* 0.28* 0.19* 0.22*
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6.10.4 Analisis de Varianza Molecular

Los resultados de los AMOVAS fueron parecidos a los obtenidos en el programa
STRUCTURE utilizando ocho y nueve sitios de muestreo respectivamente. Al analizar la
modalidad con los nueve sitios muestreados en su conjunto (Figura 6A), si bien el modelo
“Especies” encontr6 el menor porcentaje de varianza explicada dentro de sitios de muestreo
(79.25%) y el mayor por diferencias entre grupos (14.66%), éste ultimo no fue
estadisticamente significativo (P = 0.11). El modelo que le sigui6 fue el de “Structure K3”
el cual resultd con una varianza dentro de sitios de 84.34% y entre grupos de 10.46% que
fue estadisticamente significativa (P = 0.03). El resto de los modelos resultaron con valores
mayores de varianza dentro de sitios y menores de varianza entre grupos, por lo que
“Structure K3 es el modelo que mejor explica la estructura genética sobre las poblaciones.

Al analizar en la modalidad con ocho sitios, excluyendo al sitio CCA, es decir a P.
atromedia (Figura 6B), volvid a presentarse la situacion en la que en el modelo que resultd
con el valor méas bajo de varianza explicada dentro de sitios y mads alto entre grupos
(“Structure K3”, 88.64 y 5.97%, respectivamente), no fue estadisticamente significativo
para este ultimo nivel de diferenciacién (P = 0.12). Por lo tanto el mejor modelo fue el
“Structure 4”7, que resulté en una varianza entre individuos dentro de sitios de 91.76% y
entre grupos de 4.69% que si fue estadisticamente significativa (P = 0.002).

De este andlisis también resalta, que los modelos “Linajes”, “Geografico” y
especialmente “Cortejos”, tuvieron un desempefio pobre con valores de varianza entre
individuos dentro de sitios y entre grupos de 91.66, 91.93 y 92.93, y 2.15, 1.62, y 0.07%

(estos tres ultimos, no significativos, P = 0.07, 0.38, 0.5), respectivamente.
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Modelo "Especies”
79.25*
(NOV ENS1-ENS4 TCT SCA1 SCA2 | CCA)
Modelo "Linajes" 87.21*
(NOV ENS1-ENS4 TCT | SCA1SCA2 | CCA)
Modelo "Geografico" 87.06*
(NOV | ENS1-ENS4 TCT SCA1 SCA2 | CCA)
Modelo "Cortejos 89.09*
(NOV ENS4 | ENS1-ENS3 TCT SCA1 SCA2 | CCA)
_qn
Modelo "Structure K=2 84.34%
(NOV ENS1-ENS4 SCA1 SCA2 | TCT | CCA)
Modelo "Structure K=4 89.09*
(NOV | ENS1-ENS4 | TCT | SCA1SCA2 | CCA)
0% 80% 90% 100%
Modelo "Linajes"
J 91.66*
(NOV ENS1-ENS4 TCT | SCA1l SCA2)
Modelo "Geografico"
91.93*
(NOV | ENS1-ENS4 TCT SCA1 SCA2)
Modelo "Cortejos"
J 92.93*
(NOV ENS4 | ENSI1-ENS3 TCT SCA1 SCA2)
olo 'S ture K=3"
Modelo "Structure K 88.64%
(NOV ENS1-ENS4 SCA1 SCA2 | TCT)
Modelo "Structure K=4"
¢ 91.76* 5 4.69*
(NOV | ENS1-ENS4 | TCT | SCA1 SCA2)
0% 90% 100%
Dentro de sitios = Entre sitios dentro de grupos ®Entre grupos

Figura 6. Resultados del analisis de varianza molecular, para cada modelo, construidos a
partir de las frecuencias alélicas de siete loci microsatélites en P. sierra 'y P. atromedia de
la peninsula de Baja California y California, E.U.A. En gris claro se muestran los
porcentajes de varianza entre individuos dentro de los sitios de muestreo; en gris oscuro,
entre sitios dentro de grupos; y en negro, entre grupos. Los asteriscos denotan significancia
estadistica. A. Analisis realizados en la modalidad nueve sitios, incluyendo P. sierra'y P.
atromedia. B. Andlisis realizados en la modalidad 8 sitios, incluyendo so6lo P. sierra.
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6.10.5 Analisis de asignacion por probabilidades bayesianas

En el primer analisis realizado en STRUCTURE, que incluy6 los nueve sitios de muestreo
genético, el analisis de los resultados por el método de Evanno et al. (2005) indicé una sola
moda para AK en K = 3 (Figura 7C), por lo que el modelo de tres grupos genéticos sin duda
es el que mejor explica los datos. Este modelo presentd tres grupos, que correspondieron a
tres de los sitios de muestreo, abarcando al menos dos especies: NOV (P. sierra), TCT (P.
sierra) ' y CCA (P. atromedia) con probabilidades de asignaciéon o coeficientes de
membresia grupales de 0.88, 0.97 y 0.98% respectivamente (Figura 7A). El resto de los
sitios no se definieron como grupos sino que sus probablidades de asignacion se repartieron
casi en su totalidad entre dos de los tres grupos anteriores. Los sitios de ENS1, ENS2 y
ENS3 fueron mas afines al grupo definido por NOV con probabilidades de pertenecer a este
grupo de 0.53, 0.73 y 60% respectivamente; mientras que ENS4, SCA1 y SCA2 fueron mas
afines al grupo definido por TCT con probabilidades de pertencener a este grupo de 51, 78
y 68% respectivamente. Entre los sitios en los que se muestred P. sierra, ninguno mostro
probabilidades de asignacidn o coeficientes de membresia altos para el grupo definido por
el sitio de muestreo de P. atromedia, CCA (NOV=0.02, ENS1=0.01, ENS2=0.01,
ENS3=0.01, ENS4=0.01, TCT<0.01, SCA1=0.07 y SCA2=0.06). El excluir del analisis al
sitio TCT (para verificar si el modelo K=2 resultaba mas probable, no provocd ningln
efecto importante, pues K=3 siguid siendo el que tuvo mayor verosimilitud y el resto de
sitios muestreados presentaron variaciones menores a 5% en sus probabilidades de

asignacion con respecto al analisis original que incluia a TCT.
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Figura 7. Resultados del andlisis de asignacion por probabilidades bayesianas en el
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003, 2007), utilizando siete
loci microsatélites para nueve sitios de muestreo de P. sierra 'y P. atromedia de la peninsula
de Baja California y California, E.U.A. A. Diagrama en el que cada barra representa un
individuo y cada color representa la proporcion del genoma que corresponde al grupo
definido por NOV (en verde), TCT (en rojo) o CCA (en azul). B. Numero de grupos
genéticamente homogéneos inferidos a partir de la tasa de cambio de la funcion de
verosimilitud (Evanno ef al., 2005).
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El segundo analisis se realizé inicamente con los sitios de P. sierra, es decir que se
excluyé el sitio de CCA para remover la influencia de P. atromedia del andlisis. En este
caso el valor mas alto de AK fue para K = 4 (Figura 8C). K = 5 también tuvo un valor alto
pero la adicion de un grupo no produjo resultados mas claros o interpretables por lo que se
prefirio el modelo de cuatro grupos. En éste se presentaron dos grupos definidos por un
solo sitio de muestreo NOV y TCT, con probabilidades de asignacién o coeficientes de
membresia de 75 y 91%, respectivamente y dos grupos definidos por varios sitios, los de
California, SCA1 y SCA2 con probabilidades de asignacion de 77 y 85% respectivamente,
y por los cuatro sitios de Ensenada, ENS1, ENS2, ENS3 y ENS4 con probabilidades de
asignacion de 41, 45, 50 y 43% que fueron mayoria relativa (Figura 8A). También se puso
a prueba si excluir adicionalmente el sitio NOV, por la distancia geografica con respecto a
los sitios restantes, develaba algun patrén distinto. El resultado fue que K=4 sigui6 siendo
el modelo favorecido y los grupos se conformaron sin variaciones importantes.

Entre los resultados de ambos analisis también resalta, en todos los sitios con
excepcion de TCT y CCA, la presencia de individuos con probabilidades de asignacién o
coeficientes de membresia altos para mas de un grupo, lo que puede interpretarse como
ancestria mezclada (SCA1-03, SCA2-33, SCA2-01, SCA1-17, ENS2-25 y NOV-24, esto se
trata con mayor profundiad en la seccion de “Evidencias de hibridacion”) asi como de
individuos que tienen probabilidades de asignacién muy altas (>0.88) para un grupo pero
que se recolectaron en sitios que tienen mayoria de asignacion a otro grupo, lo cual puede
interpretarse como existencia de migrantes (por ejemplo NOV-24, NOV-42, ENS1-04,
ENS2-09, ENS3-02, ENS4-19, SFC-12).
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Figura 8. Resultados del andlisis de asignacion por probabilidades bayesianas en el
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003, 2007) utilizando siete
loci microsatélites para ocho sitios de muestreo de P. sierra de la peninsula de Baja
California y California, E.U.A. A. Diagrama en el que cada barra representa un individuo y
cada color representa la proporcion del genoma que corresponde al grupo definido por
NOV (en verde), ENS (en amarillo), TCT (en rojo) o SCA (en vino). B. Numero de grupos
genéticamente homogéneos inferidos a partir de la tasa de cambio de la funcion de
verosimilitud (Evanno et al., 2005).
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6.10.6 Construccion de dendrograma

La conformacion general del dendrograma (Figura 9) muestra un patron de clados anidados
con un par de ramificaciones en el clado mds interno. Una rama agrup6 a ENS1 con TCT
(67% de soporte) y la otra a ENS2 con ENS3 (63% de soporte) y la agrupacién de ambas
ramas entre si tuvo un soporte de 37%. A partir de esta bifurcacion se anidaron primero con
ENS4 (42% de soporte), luego con NOV (56% de soporte), después con SCA2 (40% de
soporte) y por ultimo CCA y SCA1 con un 100% de soporte, quedando CCA como el

grupo con mayor distancia genética.

ENST
— TCT
" 67 %
SCAT ———__ \100% ‘ ENS2
: o 63% -
B1% = B
0% >— ’
56%/  42%
P ENS3
SCA2
ENS4

NOV

Figura 9. Dendrograma reconstruido mediante el algoritmo del vecino maés cercano
basado en distancias de la cuerda Dc¢sg de Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza y Edwards,
1967), construidas a partir de frecuencias alélicas de siete loci microsatélites de P. sierra'y
P. atromedia de la peninsula de Baja California y California, E.U.A. En cada nodo se
muestran los valores de soporte obtenidos con un remuestreo de 10000 iteraciones.
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6.10.7 Aislamiento por distancia

El resumen de los valores de estos analisis se muestra en la Tabla X. Ningun andlisis arrojé
un valor estadisticamente significativo de aislamiento por distancia después de la

correccion de Bonferroni (ver valores en la Tabla X).

Tabla X. Pruebas de Mantel de aislamiento por distancia para P. sierra 'y P. atromedia de
la peninsula de Baja California y California, E.U.A. Se muestran los valores de correlacion
entre las matrices de distancias genéticas y el logaritmo de las distancias geograficas. Los
valores de probabilidad corregida corresponden a un error de 0.05% ajustados con la
correccion de Bonferroni de acuerdo a la cantidad de sitios analizados.

Descripcion del modelo Valor der Probabilidad Probabil.idad Sitios incluidos en el modelo
corregida  NOV ENSI-4 TCT SCA CCA

P. atromedia y P. sierra 0.602 0.0622 0.0014 X X X X X

P. sierra 0.37 0.172 0.0018 X X X X

P. sierra sin linaje de California 0.3975 0.2129 0.0033 X X X

P. sierra sin Tecate 0.6853 0.0061 0.0024 X X X

P. sierra sin Novillo 0.4044 0.1155 0.0024 X X X

P. sierra sin Novillo y sin Tecate 0.8275 0.009 0.0033 X X

Ensenada 0.7233 0.1247 0.0083 X

Ensenada y Tecate 0.264 0.2561 0.0050 X X

Ensenada y Novillo 0.9122 0.0253 0.0050 X X
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6.11 Concordancias y discordancias entre patrones de cortejo y genéticos y eventos

vicariantes.

Al comparar los patrones obtenidos de acuerdo con los analisis de ADN mitocondrial, de
loci microsatélites y de cortejos (Tabla XI, Figura 10) se observo que hay concordancia
mayoritaria entre los dos primeros y limitada con el tercero. La discontinuidad genética de
mayor jerarquia observada a nivel de ADN mitocondrial fue entre el linaje que dio origen a
P. sura con respecto al que dio origen a P. sierra y P. atromedia, una divergencia estimada
de 5.6 millones de afios entre ambos linajes (Correa-Ramirez et al., en preparacion). Esta
discontinuidad genética en el ADN mitocondrial no se pudo comparar con datos de loci
microsatélites debido a que en la genotipificacién no se incluyeron ejemplares de P. sura
(Figura 10).

El segundo nivel jerdrquico mitocondrial correspondid a la discontinuidad entre P.
atromedia y P. sierra, un tiempo de divergencia estimado en 4.17 millones de afios
(Correa-Ramirez et al., en preparacion). La discontinuidad genética observada con los loci
microsatélites entre P. atromedia y P. sierra fue la de mayor jerarquia con un valor medio
de Fsr de 0.212 entre todos los pares de sitios que comparaban a estas dos especies.

En lo que respecta a los cortejos, se observo que el nivel de jerarquia mas alto se
encontrd entre P. sierra con respecto a las otras dos especies, en donde la discontinuidad
consistié en que de siete elementos de cortejo exhibidos entre las tres especies no hubo
ninguno compartido entre P. sierra y cualquiera de las otras dos. Por su parte, entre los tres
elementos observados conjuntamente en P. sura y P. atromedia uno era compartido por
ambas especies. Esta discontinuidad conductual de un movimiento compartido entre tres
totales, ocupo el segundo nivel jerarquico entre los cortejos.

En lo que concierne a los patrones y discordancias a nivel de especies, se puede
decir que , existe una concordancia completa entre los datos provenientes de los analisis de
ADN mitocondrial y loci microsatélites, pero la concordancia con los cortejos es solo

parcial, ya que si bien cada especie tiene un cortejo propio con elementos caracteristicos, el



79

de P. atromedia es notablemente mas parecido al de P. sura que al de P. sierra, lo cual no
concuerda con el nivel de jerarquia mas alto encontrado en el ADN mitocondrial.

La siguiente parte del andlisis corresponde a los patrones que se observaron dentro
de las poblaciones de P. sierra. La discontinuidad mitocondrial de tercer nivel jerarquico
fue aquella entre los dos linajes mitocondriales de P. sierra, el de California y el de la
peninsula de California (2.05 millones de afios de divergencia estimada (Tabla XI).

Esta discontinuidad también fue evidente en los loci microsatélites, pero en el tercer
nivel jerarquico, con un valor promedio de Fsr de 0.079, ya que en el segundo nivel
jerarquico, con valor promedio de Fsr de 0.112, se situd la discontinuidad entre TCT y el
resto de poblaciones de P. sierra. Por su parte, la discontinuidad de cuarto nivel jerarquico
con los loci microsatélites fue la que se observo entre NOV vy el resto de poblaciones de P.
sierra, con un valor promedio de Fsr de 0.078 (Tabla XI, Figura 10).

En el cuarto nivel jerarquico de discontinuidades mitocondriales, se ubico la
divergencia que hubo entre las distintas poblaciones al interior de cada linaje, las cuales
tienen tiempos estimados de divergencia de entre ocho y once mil afios (Tabla XI).

En el aspecto conductual, la discontinuidad entre cortejos dentro de P. sierra fue
menor. Todos los sitios, menos ENSS5, presentaron los cuatro elementos de cortejo
caracteristicos de P. sierra, sin embargo, pudieron diferenciarse dos patrones distintos, uno
que fue propio de los sitios SCA1, SCA2, TCT, ENS3 y ENS4, y otro que caracterizd a los
sitios LPZ, ENS1 y ENSS5. Este patron observado en los cortejos no concuerda con ninguno
de los patrones evidenciados utilizando marcadores moleculares (Tabla XI, Figura 10).

En resumen, dentro de P. sierra, la unica concordancia observada fue entre los
resultados del ADN mitocondrial y de los loci microsatélites pues ambos métodos
detectaron la discontinuidad genética que separa al linaje de California del linaje de la
peninsula de Baja California, sin embargo, dependiendo del marcador molecular utilizado,
estas ocuparon diferentes niveles jerarquicos, por lo que no concordaron en lo referente a la
magnitud u orden secuencial de ésta con respecto a otras discontinuidades.

En general, para todas las discontinuidades genéticas observadas, se puede
encontrar algin evento vicariante (Tabla XI) que explique la interrupcién en el flujo

genético y la consecuente divergencia entre especies, linajes o poblaciones. En particular
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destacan dos, 1) la separacion de la peninsula de Baja California y la formacion del Golfo
de California desde mitad del Mioceno hasta principios del Pleistoceno, y 2) la
Transgresion Nortefia del Golfo hasta el paso de San Gorgonio (Formacién Imperial) y del
Lago Mojave a través del Rio Colorado (Formacién Bouse) a finales del Pleistoceno, por
concordar relativamente bien, geografica y cronoldgicamente, con las dos principales
discontinuidades genéticas observadas en esta investigacidn, respectivamente: 1) la
separacion entre el linaje que dio origen a P. sura del que dio origen a P. sierra y P.
atromedia, y 2) la separacion entre los linajes que dieron origen a estas dos ultimas especies
asi como la que dio origen a los linajes mitocondriales, de California y Peninsular,
observados dentro de P. sierra.

Destaca que la datacion de eventos vicariantes basada en un grupo de autores
coincide mejor con las discontinuidades mitocondriales, mientras que la datacion basada en

otro grupo de autores, coincide mejor con las discontinuidades de cortejo (Tabla XI).
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Tabla XI. Cuadro comparativo de las discontinuidades genéticas (mitocondriales y
nucleares) y de comportamiento entre P. sierra, P. atromedia y P. sura y dentro de P.
sierra, y los posibles eventos vicariantes que los explican. Precediendo a cada valor de
discontinuidad, se indica entre corchetes su respectivo valor jerarquico. ' Los tiempos
estimados de divergencia de ADN mitocondrial se obtuvieron de Correa-Ramirez et al. (en
preparacion). > ¥ Las dataciones aproximadas de los eventos vicariantes se obtuvieron de
: Grismer (1994), Riddle ez al. (2000c), y/o Murphy y Aguirre-Leon (2002) y > Wood et al.
(2008). "Tiempos estimados de divergencia no especificos a los sitios indicados, sino a
todas las poblaciones del linaje Peninsular de P. sierra (Correa-Ramirez et al., en
preparacion).

Discontinuidad
. . - 23
o . ADN mitocondrial Loci microsatélites  Cortejo (Elementos Evento vicariante
Linajes o poblaciones (tiempo de (Fsr medio) compartidos)
divergencia) ST P
(1] Golfo de California
23
P. suray P. atromedia  [1] 5.6 ma ; [2] 1de3 (aprox. 12-5 ma)
(3] Formacion Bouse
(aprox. 6-5.3 ma)3
. 23, Golfo de California
P. suray P. sierra [1] 5.6 ma - [1] O0de7 [177] (aprox. 12-5 ma)>®
[22] Transgresion Nortefia
2
P. sierra'y P. atromedia  [2] 4.17 ma [1] 0212 [1] 0de7 (aprox. 3 ma)”
[23] Formacion Imperial
(aprox. 10-6 ma)3
2] Transgresion Nortefia
P. sierra California y (aprox. 3ma)’
P. sierra peninsula BC (3] 2.05ma (31 0.079 ) [33] Formacion Bouse
(aprox. 6-5.3 ma)3
Sitio TCT y resto sitios 2, Desertificacion post-
P. sierra (41 8-11ka (2] 0.112 ) (4] glaciacion (10 ka)®
[2%] Inundacién Istmo de
La Paz (aprox. 3 ma)2
Sitio NOV y resto sitios 2, Canal Vizcaino (aprox.
P. sierra [41% 8-11ka (4] 0.078 ) (3] 1.5 ma)®
(4] Desertificacion post-
glaciacion (10 ka)®
Sitios LPZ, ENS4, ENSS5 4 de 4 Desertificacién post-
y sitios ENS1, ENS3,  [4]f 8-11ka - [3] (patrones 4% p

L >
TCT, SCA1, SCA2 distintos) glaciacion (10 ka)
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Figura 10. Mapa que representa el patron de concordancias entre la filogenia mitocondrial
propuesta por Correa-Ramirez et al. (en preparacion), y los datos de genética poblacional y
de conducta generados en el presente estudio para cinco poblaciones: Centro de California
(CCA), El Novillo/La Paz (NOV, LPZ), Ensenada (ENSI-5), Tecate (TCT), Sur de
California (SCA1-3) y Monterrey (MTY). Los anillos grandes representan la filogenia
basada en ADN mitocondrial para especies (azul = P. atromedia; gris = P. sura; verde = P.
sierra) y linajes (verde = linaje Peninsular; vino = linaje Californiano), datos obtenidos de
Correa-Ramirez et al. (en preparacion). Los graficos de pastel representan las proporciones
de los coeficientes de membresia a grupos segun los andlisis realizados en STRUCTURE
con base en frecuencias alélicas de siete loci microsatélites (relaciones color-grupo definido
por: azul oscuro = CCA; verde = NOV; amarillo = ENS; rojo = TCT; vino = SCA). Los
graficos de barra representan las frecuencias relativas de movimientos de cortejo (azul
oscuro = movimiento tipo VI; gris = movimiento tipo V; azul claro = movi-miento tipo VII;
verde = movimientos tipo I, I, IIl y IV); en el caso de P. sierra también se muestran barras
con las frecuencias relativas de los movimientos III y IV. Las lineas representan eventos
vicariantes con grosores proporcionales a la antigiiedad del evento, del mas antiguo al mas
reciente, formacion del Golfo de California = FGC (hace 12-5 ma), Formacion Imperial =
FI (10-6 ma), Formacion Bouse = FB (6-5.3 ma), Canal Transpeninsular de la Region del
Cabo = CTC (3 ma), Canal Transpeninsular del Vizcaino = CTV (1.5 ma). Ver datacion
segun autores en la Tabla XI.
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6.12 Evidencias de hibridacion

6.12.1 Hibridacion entre P. sierra'y P. atromedia

No se llevaron a cabo experimentos de apareamiento entre especies, por lo que las
evidencias de hibridacion entre las dos especies s6lo se evaluaron por comparacion de sus
cortejos en busca de algunos que fueran intermedios. Como ya se describi6 en la seccion
anterior, no se presentd ningun traslape entre los cortejos de P. sierra 'y P. atromedia. El
primero consto de cuatro elementos caracteristicos; y el segundo, de tres. Ningtin elemento
de una especie fue observado en la otra especie. Por lo tanto, los experimentos de conducta
no produjeron ninguna evidencia de hibridacidn entre P. sierra 'y P. atromedia.

Por el tipo de muestreo realizado en esta investigacion, en el que la gran mayoria
de los sitios se encontraban en la zona en que hipotéticamente podrian encontrarse hibridos
y so6lo dos sitios fueron analizados como referencia, una de cada especie (NOV por P.
sierrva 'y CCA por P. atromedia), la identificacion de alelos privados no fue el
procedimiento mas indicado para detectar hibridos entre las dos especies. En su lugar se
requirio identificar alelos con frecuencias altas (al menos en relacidn con las frecuencias en
otros sitios) en CCA, ausentes (o de muy baja frecuencia) en NOV y con frecuencias
intermedias en las poblaciones de distribucidon media (Ensenada, Tecate y sur de
California). Los tres alelos que mds se aproximaron a esta condicion y por lo tanto se
pueden utilizar para la deteccion de hibridos, fueron Psier04-136, Psier21-98 y Psier40-136

y se muestran en la Tabla XII.

Tabla XII Frecuencias alélicas de los alelos casi diagnosticos entre P. sierra y P.
atromedia. Cumplen la condicién de estar presentes en proporcidn relativamente alta en
CCA, relativamente baja en NOV e intermedia en los sitios geograficamente intermedios.

Alelo Frecuencia alélica
Locus b res de bases) NOV ENSI ENS2 ENS3 ENS4 TCT SCAI SCA2Z CCA
Psicr04 152 0.074 0.000 | 0.037 | 0.114 0.176 | 0.043 | 0028 | 0.119 | 0367
Psier21 98 0.074 10214 10250 10243 10176 | 0043 [0361 [0262 [0867

Psier40 136 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.071 | 0.467
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Ademas el analisis de asignacion por probabilidades bayesianas permitié extraer
mas de la informacion contenida en las frecuencias alélicas de toda la base de datos y
detectar la presencia de hibridos entre P. sierra y P. atromedia.

Segiin los resultados del andlisis del programa STRUCTURE (Figura 11A)
incluyendo los nueve sitios de muestreo, en todos ellos se encontraron individuos con cierto
porcentaje de su genoma asignado al grupo definido por CCA. Tal porcentaje fue en
general reducido y alcanzé una media de 2% (N=213), pero de este porcentaje, la mitad fue
aportada por sélo seis individuos que tuvieron porcentajes de asignacion o coeficientes de
membresia al grupo definido por CCA, lo suficientemente altos como para considerar que
tenian ancestria mezclada entre P. sierra 'y P. atromedia. Estos fueron SCA1-03, SCA2-33,
SCA2-01, SCA1-17, ENS2-25 y NOV-24, con probabilidades de asignacion de 57, 51, 33,
28, 24 y 12%, respectivamente. Aunque la frecuencia de estos individuos es muy baja para
observar un patron clinal, se puede observar que los dos sitios de muestreo mas nortefios de
P. sierra mostraron valores a dos 6rdenes de magnitud de los otros dos sitios, tanto en
frecuencia de individuos de ancestria mezclada como en los porcentajes de asignacion al

grupo definido por CCA.
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Figura 11. Diagrama de STRUCTURE resultante del analisis de asignacion utilizando
nueve sitios de muestreo de P. sierra y P. atromedia. En color azul se muestra la
proporcion del genoma de cada individuo que proviene del grupo definido por CCA, es
decir P. atromedia. Dos individuos en SCA1, dos en SCA2, uno en NOV y uno en ENS2
aparecen sefialados, tienen suficiente proporciéon de su genoma proveniente de P.
atromedia para considerarlos como hibridos inter especificos.

6.12.2 Hibridacion entre los linajes mitocondriales Californiano y Peninsular,

dentro de P. sierra.

Contrario a lo que sucedi6 a nivel de especies, donde las diferencias entre cortejos eran bien
evidentes, tratar de identificar cortejos intermedios entre los dos linajes mitocondriales de
P. sierra, el de California y el de la peninsula de Baja California fue complicado debido a
que las diferencias entre ambos cortejos, aunque significativas (Tabla V), fueron muy
sutiles, ya que todas los sitios con excepcion de ENS5 (N=1) presentaron los mismos cuatro
elementos (Tabla IV) y cualquier variante que pudiera interpretarse como debida a
hibridacion, podria caer dentro de la variacion que se da normalmente entre individuos. Por
estas razones no se consider6 que los cortejos dentro de P. sierra proveyeran evidencias de

hibridacién entre los linajes mitocondriales.
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En cambio, a partir de los experimentos de apareamiento dentro de P. sierra, si se
obtuvo informacion. De un total de 29 experimentos, sélo en dos (7%) se presentaron
apareamientos, en los que participé el mismo macho (Tabla III). Uno se dio en una
emparejamiento del tipo “Intralinaje” (N=8), entre un macho y una hembra originarios del
mismo sitio de muestreo, SCA1. La cépula duré aproximadamente 120 minutos y estuvo
precedida por poco mas de 10 minutos de cortejo. El otro apareamiento se presentd en un
emparejamiento del tipo “Interlinaje corto” (N=13) entre el mismo macho y una hembra de
ENSI, por lo tanto estos consortes pertenecian a linajes mitocondriales distintos, el macho
al linaje de California y la hembra al linaje de la peninsula de Baja California. Esta copula
duré aproximadamente 100 minutos con poco més de tres minutos de cortejo previo. Esta
hembra produjo un ovisaco, sin embargo de éste no eclosionaron arafiuelas hasta el
momento en que se fijaron en alcohol. La cantidad tan limitada de apareamientos que se
obtuvo, no permitié hacer comparaciones estadisticas, pero se obtuvo igual cantidad de
copulas en emparejamientos “Intralinaje” que entre emparejamientos “Interlinaje corto”
mientras que no se obtuvo ninguna copula en emparejamientos “Intralinaje largo”. Esto
indica que al menos entre sitios relativamente proximos, el linaje mitocondrial al que
pertenecen los machos, no influye en la probabilidad de que sean aceptados por las
hembras.

En la revision de los resultados del segundo andlisis del programa STRUCTURE,
para el cual se utilizaron Gnicamente los ocho sitios de muestreo de P. sierra, en todos los
sitios se encontraron individuos que podrian considerarse de ancestria mezclada entre el
linaje de California y el linaje de la peninsula de Baja California, dentro de P. sierra.
Dejando de lado los seis individuos de ancestria mezclada entre P. sierra y P. atromedia
(ver seccion “Hibridacion entre P. sierra 'y P. atromedia’), NOV sum6 4 (12%) individuos
de ancestria mezclada entre los dos linajes de P. sierra; Ensenada 32 (28%); TCT, 2 (9%);
y sur de California, 14 (40%). Los promedios de proporcion de asignacion del genoma al
grupo definido por SCA en las poblaciones de NOV, Ensenada, TCT y sur de California
fueron 0.07, 0.20, 0.05 y 0.80 respectivamente. Al graficar cada individuo por su posicion
geografica relativa y la proporcidon de su genoma asignado al grupo definido por SCA, se

observa una clina en este pardmetro, tal como se esperaria en una zona hibrida entre estos
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dos linajes (Figura 12). La mayor parte de la grafica estd ocupada por sitios que estarian
dentro de la zona hibrida, la cual tendria como minimo una amplitud de 300 km.

Ademas de individuos de ancestria mezclada, se detectaron individuos que podrian
considerarse como migrantes de linaje distinto (las proporciones de asignacién o
coeficiente de membresia en su genoma a un grupo perteneciente a un linaje que no fuera el
representativo de los individuos del mismo sitio superaba 0.88). En Ensenada 10 y en el sur

de California 2.
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Figura 12. Clina en la composicién genémica de individuos de P. sierra muestreados en
ocho sitios de la peninsula de Baja California y California, E.U.A. y genotipificados con
siete loci microsatélites. Se grafica la distancia en kilometros hacia un punto central entre
los sitios mas extremos, contra la proporcion del genoma que proviene del grupo definido
por SCA, es decir el linaje mitocondrial de California. NOV se representa en color verde,
el conjunto de sitios de Ensenada (ENS), en amarillo; TCT, en rojo y los dos sitios del sur
de California (SCA) en vino.
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7 DISCUSION

7.1 Comportamientos de cortejo

Los cortejos de P. sierra, P. atromedia y P. sura, no se habian descrito previamente.
Coinciden en sus rasgos mas generales con lo que se ha descrito como el comportamiento
tipico de cortejo de la familia Lycosidae. La mayoria de las especies de esta familia,
presentan cortejos “nivel II” que es la denominacion dada por Platnick (1971) para
clasificar a los cortejos de las familias que se caracterizan porque las feromonas de la
hembra son las que constituyen el estimulo inicial que induce o desencadena el cortejo en
los machos. Los datos recolectados en este estudio indican que los machos de P. sierra
inician la conducta del cortejo presuntamente debido a las feromonas impregnadas en el
sustrato por las hembras, atin en ausencia fisica de las hembras, primero con movimientos
quimiotacticos de exploracion del sustrato con las patas y los pedipalpos, y luego con los
diferentes movimientos estereotipados que caracterizaron a cada especie.

Los machos utilizaron el abdomen, las patas y los pedipalpos para realizar estos
movimientos mediante los que transmitieron estimulos tanto visuales como vibratorios a las
hembras, intercalados entre pausas de inactividad. Esto, segun la descripcion hecha por
Foelix (2011) sobre los principales tipos de cortejo en arafias, es lo tipico en las especies de
la familia Lycosidae y corresponde también con la descripcion de los principales
despliegues de cortejo ejecutados por arafias del género Pardosa segun Chiarle et al.
(2013), y fue confirmado con las observaciones hechas en este estudio.

Por otra parte, el aparato disefiado en este estudio para llevar a cabo los
experimentos de cortejo y apareamiento, descrito en Romero-Vivas ef al. (2012), permitio
detectar la importancia de las sefales acusticas, quimicas y visuales, muchas veces
simultdneamente, durante los cortejos. Segun la literatura, estos tres tipos de sefiales son
fundamentales para el reconocimiento de individuos de la misma especie, y el aislamiento

entre especies distintas, particularmente dentro de Lycosidae (Tietjen y Rovner, 1982; Uetz
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y Stratton, 1982). Su papel en el aislamiento entre especies no pudo comprobarse en el
presente estudio debido a que no se llevaron a cabo experimentos de cruzas inter-
especificas.

Uetz y Stratton (1982) especificaron que los tipos de sonidos producidos por arafias
del género Lycosidae pueden ser percusiones y estridulaciones. Ademas existen las
vibraciones, pero no han sido reportadas para Lycosidae. Las observaciones hechas en el
presente estudio parecen indicar que las tres fuentes de produccién de sonido se pueden
encontrar en P. sierra, pero comprobar esto requerira describir los mecanismos productores
de sonido y las estructuras involucradas en P. sierra. Hasta el momento, no se han
encontrado estructuras de estrias esclerosadas en pedipalpos o costados de los queliceros
que pudieran servir como oOrganos estridulantes (Jiménez, com. personal), por lo que se
requeriran mas estudios.

La posicion adoptada para la cdpula entre machos y hembras, también correspondid
a lo descrito en la literatura de otras especies de arafias lobo. Los machos se montaron sobre
el prosoma de la hembra aproximandose desde el frente y luego se inclinaban hacia algin
lado del opistosoma de la hembra, al mismo tiempo que ella lo giraba para que el macho
pudiera alcanzar el epiginio e insertar uno de sus pedipalpos. Luego habia un cambio de
lado para utilizar el otro pedipalpo, lo cual se repetia varias veces durante la copula. Esta
posicion corresponde al “Tipo 3” segiin Foelix (2011) y es caracteristica de varias familias
de arafias corredoras modernas, como Lycosidae, Salticidae, Clubionidae o Thomisidae.

Varios investigadores han estudiado el cortejo de especies de arafias lobo
relativamente cercanas a Pardosa sierra. Por ejemplo en el género Schizocosa (Stratton y
Uetz, 1986), en el género Lycosa (Costa et al., 2000) y en el género Pardosa (VIcek, 1995;
Topfer-Hofmann et al., 2000) han dividido los cortejos en varios “comportamientos” o
“fases”, es decir elementos discretos, diferenciados y estereotipados de los que se
componen y que pueden servir como unidades de comparacion. No hay una regla general a
seguir para la seleccion de estos elementos, por lo que son hasta cierto punto arbitrarios. En
el presente trabajo, al seleccionar tales elementos se busco que fueran lo menos
antropocéntricos posible, pero que su detectabilidad y medicion fuera sencilla, de modo que

aportaran informacion practica, confiable, representativa y sobretodo util para hacer
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comparaciones. Para ello se procur6 que los elementos cumplieran los siguientes criterios:
1) ser los minimamente indispensables para que un macho fuera aceptado por una hembra
(esto no fue el caso de P. sura, porque no hubo apareamientos y por lo tanto no se pudo
comprobar); 2) estar presentes en el repertorio de los machos procedentes de todos los sitios
estudiadas (solo aplicable en P. sierra, ya que fue la uUnica especie con varios sitios
muestreados); 3) ser detectables para el observador humano, tanto visual como
acUsticamente; y 4) requerir para su percepcion, al menos dos sentidos, el visual y el
vibracional/actstico, por lo que presumiblemente transmitirian mas informacion que otros
elementos que sdlo utilizan un sentido. En referencia a este ultimo criterio existen
abundantes estudios donde se recalca la importancia evolutiva del caracter multimodal del
cortejo de las arafias, y se comprueba que las arafias efectivamente responden a estimulos
acusticos y a movimientos (ver Uetz y Roberts 2002).

Sobre la base anterior , se escogieron como elementos importantes en el cortejo, un
total siete movimientos que fueron comparados en su caracter de presencia/ausencia (Tabla
IV), y en frecuencia e intensidad (descripcidon en resultados). La presencia o ausencia de
estos movimientos permitié diferenciar tres cortejos, uno caracteristico de cada especie,
aunque no uniformemente diferenciados, pues los de P. atromedia y P. sura fueron
parecidos, mientras que no tuvieron ninguna coincidencia con los de P. sierra, que no
compartié ninguno de los cuatro movimientos tipicos de su cortejo con P. atromedia o P.
sura. En cambio, estas dos ultimas especies, compartieron un movimiento y tuvieron uno
exclusivo cada una. El VII movimiento fue el méas conspicuo por su duracion, amplitud del
desplazamiento corporal y desplazamiento de las patas. Los que fueron exclusivos, fueron
menos conspicuos y fueron relativamente semejantes, por lo que probablemente uno derivéd
de otro o tuvieron un origen comun. Dado que, como se menciond anteriormente, la
seleccion de los elementos de andlisis puede ser arbitraria, s6lo se pueden hacer
comparaciones relativas entre los diferentes estudios. En el de Costa et al. (2000), Lycosa
thorelli mostr6 dos tipos de movimientos y L. carbonelli tres. Uno de ellos fue compartido
entre ambas especies. Stratton y Uetz (1986) para Schizocosa ocreata observaron cuatro
tipos de movimientos mientras que para S. rovneri dos, uno de ellos, el de percepcién de las

feromonas de la hembra, estuvo compartido entre las dos especies. Topfer-Hofmann et al.
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(2000) estudiaron cinco especies de Pardosa con muchos tipos de movimientos, donde
cada especie tuvo al menos un movimiento distintivo y las diferencias se acentuaban hacia
las fases finales del cortejo.

En el presente estudio, la frecuencia e intensidad en que los machos de P. sierra
provenientes de diferentes sitios desplegaron sus movimientos caracteristicos, permitid
ademas identificar dos patrones de cortejo dentro de la especie (Tabla V). El tnico otro
estudio de arafias lobo encontrado en el que se analiza la diversidad intraespecifica de
variaciones del cortejo fue el llevado a cabo por Miller et al. (1998) con 12 poblaciones de
Schizocosa crassipes (Walckenaer, 1837). Ellos encontraron que los mismos cuatro
elementos de cortejo estuvieron presentes en todas la poblaciones pero variaron
significativamente en cuanto a su frecuencia y ordenacidon aunque no siguieron algin patron
geografico especifico. Lo mismo pudo observarse con respecto a machos de P. sierra de
diferentes sitios de muestreo en el presente trabajo.

De acuerdo a lo antes expuesto, es posible considerar que las semejanzas y
diferencias entre cortejos de las tres especies observadas en el presente estudio, estan dentro
del rango reportado para otras especies de arafias lobo, y que la variacion intraespecifica se
puede verificar con la variacion de frecuencias relativas de los movimientos que componen
los cortejos, mientras que los niveles de variacidon entre especies se observan en la
presencia/ausencia y comparticion de dichos elementos 0 movimientos.

Rendall y Di Fiore (2007) acumularon y analizaron informacion teodrica y resultados
de varios estudios para sostener que los rasgos de comportamiento no son, per se, mas
proclives que los rasgos morfologicos o moleculares a presentar homoplasia, y por lo tanto,
bien elegidos, pueden ser usados como cualquiera de los otros dos, y con frecuencia
aventajan a los caracteres morfologicos en la reconstruccion de filogenias. En particular
mencionan que las exhibiciones de cortejo estan entre los rasgos de comportamiento mas
utiles para este fin, especialmente a nivel de géneros, especies y subespecies. De igual
forma Uetz y Stratton (1982) ya destacaban que el estudio de la comunicacidn acustica en
arafias y su funcion bioldgica podria descubrir o confirmar las relaciones filogenéticas y
patrones evolutivos dentro y entre grupos. En arafias de la familia Lycosidae, los

abundantes estudios sobre comportamiento, se han utilizado en taxonomia, principalmente
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para diferenciar especies cripticas (por ejemplo Stratton y Uetz, 1986; Costa et al., 2000;
Topter-Hofmann et al., 2000) y en al menos un caso (Stratton, 2005) para construir una
filogenia que concord6 mayoritariamente con otra filogenia construida a partir de caracteres
morfoldgicos. Considerando estos antecedentes y el nivel de variacion y resolucion
encontrada en los movimientos que componen los cortejos de P. sierra, P. atromedia 'y P.
sura, es posible suponer que estos elementos del cortejo tiene la suficiente validez para ser
comparados con la filogenia basada en rasgos morfoldgicos y moleculares (Correa-Ramirez
et al., 2010b; Correa-Ramirez et al., en preparacion). Entre estas filogenias, la mas reciente
(Correa-Ramirez et al., en preparacion) hipotetiza que P. sierra y P. atromedia estdn mas
estrechamente emparentadas entre si que con P. sura. Esto no coincide con lo observado en
el presente estudio, donde P. atromedia y P. sura tienen cortejos similares, mientras que
son muy distintos al de P. sierra. Hasta el momento, dentro del grupo lapidicina (al cual
pertenecen P. sierra, P. atromedia 'y P. sura) inicamente se ha publicado la descripcion del
cortejo P. lapidicina, hecha por Eason (1969). De acuerdo con ¢sta, el cortejo de P.
lapidicina no presenta despliegues estereotipados conspicuos, y se caracteriza mas bien por
las persecuciones y toques entre macho y hembra asi como esporadicos movimientos de los
pedipalpos. Este tipo de comportamientos solo se observé en algunos machos de P. sierra,
por lo que podria decirse que de los tres cortejos observados en el presente estudio, el de P.
sierra es el mas parecido al de P. lapidicina. Esto tampoco coincide con la filogenia
propuesta por Correa-Ramirez et al. (en preparacion), pues en ella, P. lapidicina se
encuentra mas cercana a P. atromedia que a P. sierra. Obviamente es necesario tener
informacion sobre los cortejos de las otras especies del grupo (y grupos cercanos) para
poder hacer una comparacidn mas completa y posiblemente construir una filogenia del
grupo a partir de los cortejos. También se requiere aumentar las observaciones de
individuos y sitios de muestreo de P. atromedia y P. sura, para tener idea de la consistencia
de los cortejos hasta ahora observados y descritos para este par de especies. Sin embargo
las discrepancias que se acaban de mencionar entre las semejanzas entre cortejos de
diferentes especies y la filogenia propuesta por Correa-Ramirez et al. (en preparacion)
tienen algunas implicaciones importantes por lo que este tema se retoma mas adelante, en la

seccion “Contraste entre las hipdtesis de diversificacion por vicarianza y seleccion”.
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7.2 Calibracion de los loci microsatélites

El presente estudio amplia los conocimientos generados en el estudio de Correa-Ramirez
(2010). Por lo tanto, los presentes resultados se comparan con aquellos, en particular en lo
que respecta a los datos de genética poblacional de P. sierra porque no se cuenta con
ningin otro antecedente donde se hayan utilizado loci microsatélites en genética
poblacional de estas arafias. Correa-Ramirez aislo y caracterizd 10 loci microsatélites
(Correa-Ramirez, 2010; Correa-Ramirez et al., 2010a) de los cuales utilizd cinco para su
estudio de genética poblacional, mismos que se utilizaron en el presente, adicionando otros
dos de los 10 desarrollados originalmente. Ademas, de los siete sitios de muestreo que
Correa-Ramirez (2010) incluy6 en su estudio, “El Novillo”, NOV, fue el tinico incluido en
el presente (con 34 de 52 individuos), y la localidad de “Ensenada” fue muy cercana al
sitio ENS4 analizado aqui.

En el presente estudio se encontrd un gran porcentaje (56%) de loci a lo largo de los
sitios de muestreo que se desviaron significativamente del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esto contrasta fuertemente con lo encontrado por Correa-Ramirez (2010) que s6lo encontrd
desviaciones en tres de 35 (9%) sitios por locus (entre ellos Psier20 en NOV, que también
resultd con desviacidn en el presente estudio). Este autor atribuy6 tales desequilibrios a los
sistemas reproductivos de pareja después de mezcla de poblaciones.

Las posibles causas para encontrar desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg
con loci microsatélites son muchas. Algunas tienen que ver con limitaciones, inexactitudes
metodoldgicas o particularidades de cada locus particular (van Oosterhout et al., 2004;
Selkoe y Toonen, 2006), como por ejemplo los alelos nulos; errores durante la
genotipificacion debidos a bandas numerarias o a competencia de alelos de menor talla
siendo amplificados mas rapido y en mayor cantidad que los de mayor talla (“dropout
alélico” en inglés). Otras tienen que ver con fenomenos o condiciones que se presentan a
nivel de poblaciones (Hartl y Clark, 2007) como, entre otras; la endogamia; efectos de la
deriva genética debido a tamafios efectivos poblacionales reducidos (producidas, a su vez,
por cuellos de botella, efecto fundador); sistemas reproductivos que impiden la
reproduccién aleatoria; el traslape de generaciones; la presencia de reproduccion asexual;

presencia de dos o mas poblaciones o subestructura en un mismo sitio de muestreo (efecto
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Wabhlund); o efecto de mutaciones, migracion y seleccion directa o indirecta sobre el locus.
La mayoria de estas causas, se manifiestan como un déficit de heterocigotos, que es lo que
se encontrd en todos los sitios por locus desviados en el presente estudio. Algunos como la
endogamia, suelen manifestarse en todos los loci con los que se ha genotipificado cada sitio
(Selkoe y Toonen, 2006).

De acuerdo a los andlisis llevados a cabo para detectar si estas desviaciones fueron
provocadas por problemas “metodoldgicos” (Beaumont y Nichols, 1996; van Oosterhout e?
al., 2004; Chapuis y Estoup, 2007), sdlo la existencia de alelos nulos y, en menor medida,
de bandas numerarias resultaron como posibles causas; por el contrario, Correa-Ramirez
(2010) no detectd alelos nulos o bandas numerarias. Sin embargo, 43% de las desviaciones
que se encontraron en el presente estudio, se dieron en los dos loci (Psier29 y Psier40) que
este autor no incluyd en su trabajo y ademds Psier29 resultd propenso a presentar alelos
nulos (Correa-Ramirez, 2010). En el presente estudio, precisamente los loci Psier 29 y
Psier40 se desviaron en el sitio NOV, pero también el locus Psier20, coincidiendo con
Correa-Ramirez (2010); sin embargo para el locus Psier20 en la misma localidad de NOV,
este autor encontrd una frecuencia de alelos nulos de 9% mientras que en el presente
estudio fue de 27%. Estas coincidencias parciales entre ambos estudios respecto al sitio
NOV no sorprenden, pues las frecuencias alélicas para este sitio resultaron similares en
ambos estudios (ver Anexo 3), mientras que las discrepancias pudieran explicarse porque
el total de individuos que estuvieron disponibles y se lograron genotipificar para dicho sitio
en el presente estudio, fueron sélo 35 en comparacién con los 52 de aquél; y ain mas
probablemente, porque se utilizaron plataformas quimicas distintas para llevar a cabo la
genotipificacion.

(Como explicar entonces la presencia de la alta proporcion de alelos nulos en el
resto de los sitios en el presente estudio? El ejercicio de validacidon de la base de datos que
se llevé a cabo dio como resultado un valor de tasa media de error por alelo de 15%.
Correa-Ramirez (2010) no reportd una estimacion de tasa de error de su genotipificacion,
pero Pompanon et al., (2005) establecieron que el rango de estas tasas de error observado
entre los pocos estudios publicados que lo han reportado, varia entre 0.2 y 15%.

Evidentemente el valor obtenido en el presente estudio se encuentra en el extremo superior
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de los que se han reportado, e indica que la calidad de los datos genéticos que se obtuvieron
no es la dptima. Esto potencialmente explicaria también los errores de genotipificacion por
bandas numerarias, dispersos entre loci y sitios de muestreo, ademas de la baja calidad de
los productos de amplificacion obtenidos. Sin embargo, el efecto de este tipo de
inconsistencias sobre las inferencias resultantes en estudios de genética poblacional, que
estan basados en frecuencias alélicas, no es tan dramatico como lo es en estudios basados
en la identificacion de individuos (Pompanon et al., 2005; Selkoe y Toonen, 2006).

Todas estas inconsistencias en los resultados de las reacciones en cadena de la
polimerasa probablemente son el resultado de un ADN templado de calidad subdptima
(Selkoe y Toonen, 2006), observable en el nivel de degradacion de la mayoria de los ADNs
en geles de agarosa (Anexo 4). Otra causa podria ser la distancia genética entre los sitios
utilizados en el presente estudio y la poblaciéon focal que se utilizé para aislar los loci
microsatélites (Correa-Ramirez, 2010; Correa-Ramirez et al., 2010a), ya que Ila
probabilidad de tener problemas de amplificacion, en particular por alelos nulos, aumenta
con el nivel de diferenciacion entre la poblacion focal y el resto de las poblaciones
genotipificadas (Li ef al., 2003; Chapuis y Estoup, 2007).

En cuanto a explicaciones que contemplen fenomenos o condiciones que se dan a
nivel de las poblaciones, Correa-Ramirez (2010) sugirié6 que los tamafios poblacionales
relativamente altos y la alta capacidad de dispersion de estas arafias harian poco probable
que la endogamia o los efectos de la deriva genética afectaran a las poblaciones de P.
sierra. Estas observaciones se corroboran en el presente estudio por el hecho de que
ninguno de los sitios muestreados resulté con desviaciones significativas en todos los loci
que se usaron para genotipificar, lo cual seria el patron esperado si estos fendmenos
estuvieran teniendo lugar (Selkoe y Toonen, 2006), por lo que se pueden descartar. Existen
otros fendmenos cuyo efecto puede manifestarse en algunos loci pero no en todos dentro de
cada sitio de muestreo. Correa-Ramirez (2010) atribuy¢ las desviaciones que ¢l encontr6 a
seleccidn sexual después de mezcla de poblaciones. Con los datos generados en el presente
estudio, no se puede ni descartar ni probar la influencia que la seleccion, tanto natural como
sexual, pudiera estar ejerciendo sobre algunos loci en algunos sitios de muestreo. Se

requeriria de estudios con experimentos especificos donde se profundice en la biologia de
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la especie. Otra posibilidad que no puede ni descartarse ni probarse es la existencia de
efecto Wahlund. Especialmente los resultados del andlisis del programa STRUCTURE (ver
mas adelante), mostraron que la frecuencia de supuestos migrantes era relativamente alta y
esta mezcla de individuos de poblaciones distintas, aunada a algo de seleccion, como
planteé Correo-Ramirez (2010) podria estar provocando las desviaciones observadas en
algunos de los sitios.

Resumiendo, sin descartar los casos especificos en algunos sitios donde pudiera
haber influido la seleccion sexual o natural, la coincidencia casi perfecta entre las
desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg y la frecuencia de alelos nulos, y el hecho de
que ningun sitio muestreado que presentara desequilibrio de Hardy-Weinberg tuviera
estimaciones bajas de alelos nulos (todas fueron mayores a 13%), sugiere que la presencia
de alelos nulos es la causa mas probable de las desviaciones observadas. Tener certeza
absoluta de esto requeriria utilizar métodos de diagndstico directo como el examen de
patrones de herencia en pedigries (Pompanon et al., 2005; Selkoe y Toonen, 2006). La
frecuencia de alelos nulos parece ser consecuencia de calidad subdptima de las muestras de
ADN utilizadas y a la distancia genética entre los sitios utilizados en el presente estudio y el
que se utilizoé para desarrollar los loci microsatélites. Sin embargo, es también conocido que
los alelos nulos tienen efectos pequefios o nulos en estudios de genética de poblaciones. Por
ejemplo Carlsson (2008) demostro que los métodos de asignacion de individuos por
probabilidades bayesianas utilizando loci microsatélites, son bastante resistentes a la
presencia de alelos nulos, mientras que son mucho mas sensibles al nivel de diferenciacion
genética real entre poblaciones y la cantidad de loci utilizados para la genotipificacion.

En cuanto a las pruebas de desequilibrio de ligamiento gamético, solo tres pares de
loci resultaron correlacionados, pero tnicamente en uno de nueve sitios cada uno. Por su
parte, Correa-Ramirez (2010) no encontré ligamiento entre estos mismos pares de loci.
Estos hechos llevan a pensar que el ligamiento encontrado en el presente estudio pudiera
ser un artefacto de las deficiencias que se han venido mencionando, lo que junto con el
hecho de que ocurrieron sin ningun patrén aparente, no hizo justificable desecharlos y
sugiere que en este estudio, tampoco afectd fuertemente las resultados obtenidos ni sus

interpretaciones.
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La herencia Mendeliana y los niveles de homoplasia de los microsatélites no se
pusieron a prueba debido a que demandan un importante esfuerzo econdémico/técnico y en
general se considera que exceden los estdndares requeridos para la mayoria de las
aplicaciones a las que se destinan los loci microsatélites en estudios de ecologia o genética

poblacional (Selkoe y Toonen, 2006).

7.3 Diversidad genética entre sitios de muestreo, nimero de poblaciones y

estructura genética poblacional

El parametro mas versatil para hacer comparaciones de diversidad genética es el de riqueza
alélica, pues esta disefiado para contrarrestar el efecto de los diferentes tamafios de muestra
permitiendo asi comparaciones mas objetivas entre ellas (Leberg, 2002). Aunque no se
logra eliminar por completo la subestimacién de la riqueza conforme los tamafios de
muestra se vuelven mdas pequefios, sigue siendo no obstante, la mejor opcion. Esto se
comprueba al comparar los resultados de diversidad genética obtenidos en Correa-Ramirez
(2010) y el presente estudio para el unico sitio muestreado en comtin, NOV, en donde los
valores de individuos muestreados, niimero total de alelos, numero de alelos efectivos y
riqueza alélica (promediando sélo los cinco loci utilizados en los dos estudios) fueron,
respectivamente, 51.8 individuos y 12.8, 8.28 y 7.97 alelos para el primer estudio y 34
individuos y 11.7, 6.22 y 7.33 alelos para el presente. Las diferencias en las magnitudes
entre ambos estudios probablemente se deben a que algunos alelos no se encontraron en el
presente estudio debido a un menor niimero de individuos genotipificados o la presencia de
alelos nulos.

Comparando otros sitios muestreados, destaca que la riqueza es mas homogénea a
través de sitios y ligeramente mayor en general en el de Correa-Ramirez (entre 7 y 8.3 con

promedio de 7.73 alelos) que en el presente (entre 4.5 y 8.9 con promedio de 7.36 alelos).
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Ademas de entre todos los 15 sitios, los cuatro més nortefios, CCA, SCA1, SCA2 y TCT
(todos analizados en el presente estudio), fueron los que tuvieron los valores mas pequefios

de riqueza.

7.4 Numero de poblaciones genéticamente homogéneas y estructura genética

poblacional

Correa-Ramirez (2010) encontrd valores de Fsr con un promedio de 0.0263 y un rango de
0.0028 a 0.0519, que son mucho menores a los del presente estudio, aun excluyendo a P.
atromedia por ser otra especie, que tienen promedio de 0.0663 y rango de 0.0022 a 0.1425.
Esta diferencia entre valores de los dos estudios indica que los sitios analizados en el
presente, son genéticamente mas diferentes entre si que los sitios que estudid Correa-
Ramirez (2010). Pero el valor de diferenciaciéon que Correa-Ramirez encontrd entre “El
Novillo” y “Ensenada” fue aproximadamente de la mitad que el observado en el presente
estudio entre NOV y ENS1, ENS2, ENS3 y ENS4. Esto indica que también otras causas
contribuyeron a la disparidad general de los valores de Fst observada entre los dos estudios.
Estas causas no se pueden atribuir al uso de dos loci microsatélites adicionales, pues los
valores de Fsr, en vez de disminuir, se incrementaron cuando fueron estimados excluyendo
a Psier29 y Psier40. Se sabe que la presencia de alelos nulos provoca una sobreestimacion
de valores de Fsr y distancias genéticas (Chapuis y Estoup, 2007) y esto bien podria ser el
caso debido a la gran incidencia de éstos en el presente estudio.

Los diversos andlisis estadisticos llevados a cabo para determinar el niimero de
poblaciones genéticamente homagéneas dieron resultados coincidentes con los valores de
Fsr. En todos los andlisis, CCA se diferencié claramente del resto de sitios de muestreo, y
en todos los casos constituyd la discontinuidad genética de mayor magnitud como era
esperable debido a que esto refleja la diferenciacion entre las especie P. sierra y P.
atromedia, previamente demostrada por Correa-Ramirez et al. (2010) con base en
evidencia morfologica y de ADN mitocondrial. El andlisis de varianza molecular, aunque

encontrd mayor varianza explicada entre grupos y menor dentro de sitios cuando se probo
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el modelo que contrastaba una especie con otra, no fue estadisticamente significativo. En
cambio el modelo en el que se separd CCA en un grupo, TCT en otro y el resto de los sitios
de P. sierra en otro, resultd significativo aunque los valores de varianza entre grupos y
dentro de sitios no fueron el mdas alto y el mas bajo respectivamente. El resultado de
asignacion de individuos por probabilidades bayesianas realizado en el programa
STRUCTURE fue también similar, encontrando que el nimero mas probable de grupos fue
tres (K=3), situando TCT en un grupo aparte del resto de los sitios de P. sierra. Estos dos
resultados sugieren que TCT es un sitio genéticamente bastante distinto a todos los demas.
En los dos andlisis discriminantes en los que se representan graficamente los individuos
como puntos en una nube, TCT también resultd ser el sitio mas diferenciado dentro de la
nube de puntos de P. sierra. El analisis de dendrograma también coloca a TCT como un
sitio aislado aunque con mayor semejanza con un sitio de Ensenada (ENS1). Esta
conformacidn refleja con precision las relaciones genéticas guardadas entre TCT y el resto
de los sitios, observables en los valores de Fsr, pues lo ubica en la posicion més alejada con
respecto a CCA y la mas cercana con respecto a ENS1, los cuales concuerdan, con el mayor
y menor valor de Fsr de entre los mostrados por TCT que fueron 0.27 y 0.08
respectivamente (ver Tabla IX). Otro dato relevante es la ausencia de alelos privados en
TCT pero presentes en CCA. Esto indica que estas dos poblaciones se originaron de manera
distinta. CCA present6 cinco alelos privados, que constituye el 14% del total de alelos
presentes en este sitio, y las frecuencias alélicas de cada uno de ellos dentro de cada locus
fueron sin duda las mas altas. Ademas de los 36 alelos presentes en el sitio, en promedio
52% fueron compartidos con otros sitios. Por el contrario, TCT es un sitio donde no se
encontraron alelos privados, que tuvo la menor riqueza alélica entre los sitios de P. sierra'y
que en promedio comparte 73% de sus 40 alelos con otros sitios, es decir que parece ser
una submuestra de los alelos que se encuentran en otros sitios, especialmente los de
Ensenada.

Todo esto, mas los resultados que obtuvieron Correa-Ramirez ef al. (en
preparacion), hace suponer una divergencia antigua de CCA, como se esperaria por ser una
especie distinta. En cambio el origen de TCT parece reciente, quiza debido a individuos que

se dispersaron y ha permanecido aislados de las poblaciones que les dieron origen,
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probablemente la de Ensenada, dando una sefial particular a sus frecuencias alélicas, que es
lo que permitié a los andlisis genéticos determinarla como una poblacién genéticamente
homogénea.

Correa-Ramirez ef al. (en preparacion) con base en la diferencias encontradas en los
genes COI y 16S del ADN mitocondrial propusieron que dentro de P. sierra, existen dos
linajes, uno que comprende a poblaciones del sur de California, E.U.A. y otro que
comprende a las poblaciones de la peninsula de Baja California. La divergencia entre
ambos linajes presuntamente se remonta a 2 millones de afios atrés, la mitad del tiempo que
ellos mismos estimaron para la divergencia entre P. sierra y P. atromedia. En el presente
estudio, los sitios SCA1 y SCA2, que son los unicos dos sitios analizados genéticamente
que pertenecen al linaje mitocondrial de California, se definieron como un sitio
genéticamente homogéneo en todos los andlisis llevados a cabo; sin embargo, en los
andlisis por Fsr, de asignacidn por probabilidades bayesianas en el programa STRUCTURE
y en el AMOVA, su nivel de diferenciacion genética con respecto a los sitios de la
peninsula a primera vista no corresponde con lo esperado, pues la existencia de dos linajes
distintos dentro de P. sierra deberia manifestarse como una separacion muy clara entre los
dos sitios de SCA y el resto de sitios de esta especie (NOV, ENS1-4, TCT), lo cual no fue
el caso. Sin embargo, las diferentes tasas de mutacion de los loci microsatélites con
respecto al ADN mitocondrial (Zink, 2010) podrian ser los responsables de esto si, como se
sugirié para el caso del sitio TCT, su poblacion es de origen reciente y quiza de un efecto
fundador y especialmente si se han mantenido aislados provocando variaciones importantes
en sus patrones de frecuencias alélicas. Esto es, la estructura actual, observada con los loci
microsatélites podria estar opacando o enmascarando la huella o patréon observado por
Correa-Ramirez et al. (en preparacion) en el ADN mitocondrial y el nivel de diferenciacion
aparentemente “bajo” observado con los loci microsatélites entre los dos linajes de P.
sierra, seria unicamente consecuencia de la alta tasa mutacional de estos marcadores, lo
cual los hace menos aptos para detectar eventos de divergencia pasados profundos y
relaciones de ancestria-descendencia en comparacion con las secuencias de ADN
mitocondrial (Zink, 2010). Otra causa posible de discordancia entre la informacion

obtenida de marcadores nucleares y mitocondriales es la dispersion diferencial entre
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machos y hembras. Crews y Hedin (2006) detectaron esto en arafias Homalonychus
theologus de la peninsula de Baja California, pero no existe informacion de historia natural
de P. sierra que permita refutar o confirmar esta explicacion. Més adelante, en la seccion
“Concordancias y discordancias entre patrones de cortejo y genéticos y eventos vicariantes”
se vuelve a abordar este punto con mayor profundidad.

NOV fue el segundo sitio con mayor riqueza alélica y nimero observado de alelos
después de Ensenada, pero fue mas parecido a CCA, tanto en composicion alélica (26
alelos en comun, 72%, de los 36 alelos presentes en CCA) como en frecuencias alélicas
(considerando unicamente los 36 alelos presentes en CCA), aunque no en valores de Fgr.
También y, dentro de P. sierra, el que presentd el valor mas alto de Fsr con respecto a
TCT. Estas evidencias dan idea de por qué en el dendrograma NOV se ubica mas cerca de
CCA, SCA1 y SCA2 que cualquiera de los sitios de Ensenada, a pesar de encontrarse a una
distancia geografica mucho mayor. Un fenémeno que podria estar provocando esta aparente
semejanza entre CCA y NOV y que ain no puede descartarse con los datos disponibles, es
que algunos alelos presentes en CCA sean iguales a los de NOV por estado de caracter y no
por descendencia, es decir que presenten homoplasia (ver un ejemplo en Queney et al.,
2001). Sin embargo hay otras evidencias que coinciden parcialmente con el patréon de
relaciones observado en el dendrograma del presente estudio y que no podrian explicarse
por homplasia entre NOV y CCA. Correa-Ramirez (2010) encontrd en su dendrograma que
los sitios mds septentrionales que €l muestreo (en el estado de Baja California), Ensenada y
El Rosarito, estuvieron mas relacionados con los sitios mas meridionales (ubicados en la
region del Cabo), Sierra de la Laguna y El Novillo (que es el mismo que NOV en el
presente estudio), que con otros sitios geograficamente intermedios y por lo tanto mas
préximos (en el centro de Baja California Sur), Cadejé, San Isidro y San Pedro de la Presa.
Aungque los sitios en si no coinciden (a excepcion de NOV), si lo hace el patrdn general, en
el que sitios mds septentrionales de cada estudio, estdn en apariencia mas relacionados con
los més meridionales, que con los intermedios.

Ademas Correa-Ramirez (2010) estimd un alto numero de migrantes entre el sitio
de Ensenada y Sierra de la Laguna, que se encuentran en los extremos geograficos de las

poblaciones que él analizd. Esta serie de evidencias indirectas lo llevo a hipotetizar que los
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patrones genéticos encontrados podrian ser resultado de dispersidon pasiva de las arafias,
mediado por transporte humano, particularmente por la importante afluencia de turistas a
esta zona. Aunque ciertamente muchos de los turistas que llegan a la regién del cabo,
vienen desde Estados Unidos mediante locomocion terrestre, lo cual facilitaria el transporte
de las arafias y explicaria también el patrén encontrado en el presente estudio, esta
explicacion tiene varios inconvenientes. Primeramente, que las arafias en general, y P.
sierra no es la excepcion, no presentan el fenomeno de foresia (transporte pasivo de una
especie por otra) porque, como reconocid Correa-Ramirez (2010) no tienen estructuras
especializadas para este tipo de transporte. Ademads, obviando esto, si las arafias fueran
transportadas por humanos, se esperaria encontrar efecto de esto también en sitios
intermedios y esto deberia observarse como aislamiento por distancia a nivel genético, pero
ni en el estudio de Correa-Ramirez (2010) ni en el presente se encontré aislamiento por
distancia. Por lo tanto, aunque no se puede descartar esta hipdtesis hasta no haber
demostrado su falsedad, se considera poco probable.

Otra explicacion seria que la dispersion se da de forma natural. Thomas ef al. (2003)
estimaron que en arafias de la familia Linyphiidae, que se encuentran entre las de mayor
capacidad de dispersion pasiva por arrastre aéreo (aeroestacion o “ballooning” en inglés)
mientras cuelgan de un fragmento de hilo de seda las distancias méximas de dispersion al
dia y con las condiciones meteoroldgica optimas serian de alrededor de 90 km, mediante
varios vuelos de aproximadamente 1 km cada uno. Semejante capacidad de dispersion
permite a las arafias transportarse entre sitios tan distantes, sin embargo lo tienen que hacer
durante varios dias y en varios vuelos, es decir, haciendo numerosos aterrizajes
intermedios, lo que hace que esta explicacion no sea del todo satisfactoria, porque si la
dispersion fuera de este tipo, seria obvio encontrar mas semejanza entre sitios mas cercanos
y no entre los extremos, es decir un claro patrén de aislamiento por distancia, que no fue
encontrado en el presente estudio. En todo caso, se requeriria que las arafias que se
quedaran en sitios intermedios no sobrevivieran o no se reprodujeran, pero no hay una
razén para semejante capacidad diferencial de supervivencia y reproduccion.

Una tercera explicacidn, basada principalmente en las semejanzas entre NOV y

CCA, es que NOV y Sierra de la Laguna podrian ser sitios que presentan el genoma mas
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conservado, el mds parecido al del ancestro comun y que han permanecido como
poblaciones relativamente estables desde hace millones de afios, mientras que poblaciones
intermedias se han visto sujetas a fluctuaciones poblacionales drasticas e incluso
extinciones seguidas de repoblamiento como consecuencia de cambios climaticos del
pleistoceno y los recientes procesos de desertificacion. Al igual que en el presente, en otros
estudios en los desiertos del noroeste de México y suroeste de E.U.A. como los de Nason et
al. (2002) y Lozano-Garza (2013) en plantas, el de Douglas et al. (2006) en reptiles y el de
Graham ef al. (2013) en alacranes, se han encontrado patrones de estructuracidon genética
complejos, no acordes con patrones geograficos mas generales, que han sido explicados
como una combinacién del efecto de eventos vicariantes del Mioceno y el Plioceno y de la
existencia de refugios multiples a partir de los cuales hubo recolonizacién posterior a los
eventos climaticos del Pleistoceno.

Por ultimo, los cuatro sitios de Ensenada analizados en el presente estudio
resultaron muy similares entre si en todos los andlisis llevados a cabo, por lo que se
considera que constituyen una poblacion genéticamente homogénea. Esto coincide con lo
que encontrd Correa-Ramirez (2010), pues en su estudio, los sitios de Ensenada y El
Rosarito se agruparon como una poblaciéon genéticamente homogénea. Estos dos sitios se
encuentran sobre la costa occidental de Baja California, lo mismo que los sitios ENS1-4 del
presente estudio, pero en extremos opuestos de un area geografica mas extendida.

Probablemente debido a esta complejidad histérica en la evolucion de P. sierra 'y
sus especies cercanas es que a pesar de haber importante diferenciacion genética, no se
encontrd un patron de aislamiento por distancia en el presente estudio, incluso atin después
de remover del juego de datos a algunas poblaciones altamente diferenciadas (Tabla X).
Correa-Ramirez (2010) tampoco encontrd aislamiento por distancia entre los sitios que
estudio de P. sierra, atribuyéndolo a la alta capacidad de dispersion de la especie. En el
presente estudio, tal explicacidn no es satisfactoria puesto que efectivamente se encontraron
poblaciones bien diferenciadas, ain cuando estaban relativamente proximas
geograficamente. El hecho de no haber encontrado correlacion, debe responder mas bien a
que la estructuracion actual no sélo estd determinada por la capacidad de dispersion y la

distancia geogréfica, sino que esta influenciada por eventos que limitaron y moldearon la
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distribuciéon y diversificacion de los linajes, e incluso por factores ecoldgicos cuya
importancia estd pendiente de estudiarse, que a nivel general le dan mayor complejidad
como se pudo observar también en el dendrograma.

En resumen, todos los analisis coincidieron en la diferenciacién entre las dos
especies, P. sierra y P. atromedia, y en la diferenciaciéon entre los dos linajes
mitocondriales de P. sierra propuestos por Correa-Ramirez et al. (en preparacion), el de
California y el de la peninsula, asi como en la existencia de una poblacion genéticamente
homogénea en NOV y otra en TCT la cual ademaés estd altamente diferenciada de todas las
demas. Los sitios de Ensenada (ENSI-4) formaron otra poblacidn genéticamente
homogénea. Sin embargo, conocer con mayor precision si existen relaciones de ancestria-
descendencia entre las poblaciones, requiere también hacer andlisis filogenéticos basados
en secuencias de ADN preferentemente combinando genes nucleares y mitocondriales. La
estructuracion genética encontrada es compleja y no puede ser explicada con escenarios
generales de aislamiento por distancia, panmixia o metapoblaciones, pero es claro que hay

una marcada diferenciacion entre varias poblaciones genéticamente homogéneas.
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7.5 Concordancias y discordancias entre patrones de cortejo y genéticos y eventos

vicariantes.

Concordancia entre genealogias de linajes mitocondriales y divergencias genéticas
establecidas con microsatélites

En términos generales, se puede decir que la informacion hasta ahora generada con estos
loci (microsatélites) nucleares, confirman lo encontrado previamente con genes
mitocondriales, es decir, con distintos marcadores genéticos se cumplen los requerimientos
para concordancias genéticas en el aspecto II, entre las genealogias de multiples genes o
loci dentro de una misma especie, o en este caso linajes intraespecificos (Avise 2004). Sin
embargo, es importante sefialar que no se cont6 con informacién de loci microsatélites para
P. sura, lo cual requiere de més investigacién para confirmar o refutar las concordancias
genéticas en la diversificacion de linajes y/o especies de arafias en el Noreste de México y
sureste de Estados Unidos.

Entre la informacion genética que si se pudo comparar, se observd solamente una
discordancia entre la informacion genética del presente estudio, obtenida a partir de
frecuencias alélicas de loci microsatélites, y la revisada en Correa-Ramirez et al. (en
preparacion) proveniente de analisis filogenéticos de secuencias de ADN mitocondrial. Esta
discordancia fue la poblacion de TCT, que se definié claramente como una poblacién
genéticamente homogénea: con una considerable distancia genética con respecto a todas las
demas poblaciones, distancia Unicamente superada por la encontrada entre P. atromedia
(CCA) y P. sierra (resto de los sitios). Esta discordancia es atribuible a diferentes causas.

La mas probable es que, como se discutio anteriormente, la poblacion TCT sea de
origen reciente, de modo que el tiempo transcurrido desde la divergencia de esta poblacion
no ha sido suficiente para la aparicion de mutaciones en el ADN mitocondrial o para que la
deriva genética resulte en estados de monofilia reciproca entre las poblaciones, eliminando
el efecto del polimorfismo ancestral, y permitiendo asi distinguir entre linajes (Avise,

2004). Por otra parte, los microsatélites, gracias a sus altas tasas mutacionales y a proveer
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informacion multilocus, permiten estimar la magnitud del flujo genético entre poblaciones
o su grado de aislamiento a partir de las frecuencias alélicas de cada poblacion, en tiempos
mucho mas recientes (Selkoe y Toonen, 2006). Los enfoques basados en la asignacion de
individuos como el programa STRUCTURE, son especialmente utiles en esta tarea porque
no requieren la seleccion de poblaciones a priori, lo cual minimiza el riesgo de conjuntar o
dividir poblaciones artificial y arbitrariamente (Zink, 2010).

Una explicacion alternativa seria que existe migracion o dispersion diferencial entre
machos y hembras. Debido a que el ADN mitocondrial se hereda matrilinealmente (Moritz
et al. 1987), s6lo a través de las hembras, si estas son relativamente sedentarias en
comparacion con los machos, se podrian encontrar tales discordancias. Esto sucede porque
los marcadores nucleares, que estan sujetos a recombinacion y pueden ser transmitidos por
machos y hembras, podrian mezclarse entre las diferentes localidades gracias al simple
intercambio de machos entre ellas, pero el ADN mitocondrial, que s6lo puede ser
transmitido por las hembras, se mantendria segregado si no hay movimiento de hembras
que pueda mezclar los haplotipos entre las diferentes poblaciones. Descartar esta hipotesis
requiere de mas conocimiento sobre los héabitos de dispersion de las especies de Pardosa
abordadas en el presente trabajo, y quiza hasta estudios especificos que permitan evaluar la
posibilidad de dispersion diferencial entre sexos. Hasta ahora el conocimiento que se tiene
sobre estas especies no sugiere que exista dispersion diferencial, pues estas arafias se
dispersan principalmente durante su fase juvenil.

Esto, mas las evidencias genéticas discutidas anteriormente en la seccidon de
“Numero de poblaciones genéticamente homogéneas y estructura genética poblacional”
hacen que la explicacidon de un aislamiento reciente de TCT y el efecto de las diferentes
ventanas de resolucion temporal de cada tipo de marcador, sean por ahora la explicacion
mas plausible.

Precisamente debido a esta diferencia en la resolucién temporal entre marcadores es
interesante que las divergencias entre los linajes mitocondriales de P. atromedia y P. sierra
y de California y peninsula de Baja California al interior de P. sierra encontradas por
Correa-Ramirez et al., (en preparacidon), se mantengan a pesar de que estas especies tienen

capacidad de dispersion suficiente para homogeneizar los acervos genéticos si no existen
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barreras geograficas que lo impidan (Correa-Ramirez, 2010). La permanencia de esta
separacion entre linajes se corrobord al encontrar que la variacién genética actual entre
linajes y poblaciones, estimada a partir de las frecuencias alélicas de loci microsatélites,
coincide con la inferida a partir de secuencias de ADN mitocondrial. Otros estudios, tanto
de vertebrados (Tonione et al., 2011) como de invertebrados (Papura et al., 2012) han
encontrado concordancia entre los dos tipos de marcadores. En arafias no existen estudios
con microsatélites pero De Busschere ef al. (2010) también encontraron concordancias
entre arboles concatenados de genes mitocondriales y nucleares y la estructura poblacional
inferida a partir de alozimas. En el caso de P. sierra, estas coincidencias indican que entre
estas especies y linajes, existen barreras que impiden la reproduccion entre ellas. Estas
barreras podrian ser extrinsecas, si hay diferencias en preferencias por el tipo o forma de
uso del habitat que previenen el encuentro fisico entre individuos de especies o linajes
distintos, o podrian ser intrinsecas como diferencias de cortejo, incompatibilidades
anatdmicas o celulares, o inviabilidad, esterilidad y eficacia biologica (“fitness” en inglés)
disminuida en los hibridos (Rogers y Bernatchez, 2006). Algunas de estas posibles barreras
han empezado a someterse a escrutinio en el presente estudio y se discuten en otras

secciones.

Concordancia entre genealogias de linajes mitocondriales y datos de cortejo a nivel de
especies

Las coincidencias y diferencias en los elementos del cortejo o movimientos presentados
por las tres especies de arafias indican que al menos en su cortejo, P. atromedia y P. sura
estdn mas estrechamente emparentadas entre si, que cualquiera de ellas con P. sierra. Sin
embargo, la hipdtesis filogenética establecida por Correa-Ramirez ef al. (en preparacion)
indica que la especie ancestral fue P. sura, y P. sierra y P. atromedia divergieron
posteriormente una de otra. Si esta hipotesis es correcta entonces, los elementos del cortejo
de P. sierra, es decir los “movimientos I, II, III y IV”, son una apomorfia y mas
particularmente una autapomorfia, al estar representados sélo en un grupo derivado,

mientras que el elemento de cortejo o movimiento compartido entre P. atromedia'y P. sura,
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el “movimiento VII” (Tabla IV) es una simplesiomorfia heredada del ancestro comun de las
tres especies.

Una explicacion alternativa es que la genealogia obtenida a partir de los genes
mitocondriales por Correa-Ramirez ef al. (en preparacion) es idiosincratica (Avise, 2000) y
no representa la historia evolutiva de estas tres especies. La historia de especiacién que
puede interpretarse a partir de los cortejos, concuerda con un posible escenario de
diversificaciéon provocada por eventos vicariantes. De hecho, originalmente, Correa-
Ramirez (2010) planted un escenario mas similar al observado en base a los cortejos que al
expuesto en Correa-Ramirez ef al. (en preparacion). En su primera propuesta, Correa-
Ramirez (2010) explicaba que la formacién del Golfo de California ocurrida hace 5
millones de afios concordaba con la separacidon de las especies P. sierra y P. vadosa, la
posible existencia de una transgresion nortefia durante hace 4 a 4.5 millones de afios podria
explicar la especiacion entre P. atromedia y P. sierra, y el incremento del Rio Colorado
hace 3.5 a 4.0 millones de afios, explicaria el proceso de especiacion entre P. atromedia 'y
P. sura. Al igual que lo observado en el cortejo, P. sierra tendria el tiempo de divergencia
mas antiguo y la divergencia mas reciente seria entre P. atromedia'y P. sura.

Otra explicacidon potencial en la contradiccion entre los datos conductuales y la
hipotesis filogenética es que, lo que Correa-Ramirez ef al. (2010) consideran como P. sura,
no sea necesariamente un grupo monofilético, sino que pudiera ser un complejo de
especies, probablemente cada una con un cortejo distinto. Obviamente, si hubiera especies
nuevas dentro del grupo, su inclusion en los andlisis filogenéticos podria cambiar la forma
de los arboles filogenéticos, al mismo tiempo que esclarecer los patrones de semejanzas y
diferencias entre los cortejos, de modo que ambas fuentes de informacidn podrian resultar
ahora si concordantes.

Como se puede ver, la discordancia encontrada entre el orden cronoldgico del
patron de especiacion inferido a partir de genealogias mitocondriales y los datos
conductuales, da lugar a muchas posibles explicaciones, algunas ya fueron mencionadas.
Sin embargo, ninguna puede tomarse como definitiva hasta el momento, y sdlo
completando y aumentando con informacion que incluya minimamente genealogias

mitocondriales, genealogias nucleares y mayor informacion de comportamiento de mas
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especies (aunque informacion morfoldgica y ecologica también seria importante y til),
para mas sitios de muestreo, en especial de P. atromedia y P. sura, se podra discernir, cual
es la mejor explicacion de la historia evolutiva de las especies de Pardosa del noroeste de

México

Concordancia entre genealogias de linajes mitocondriales, datos de cortejo y eventos
vicariantes a nivel de especies.
Las relaciones genealogicas de genes mitocondriales de P. sierra, P. atromedia 'y P. sura
encontradas por Correa-Ramirez et al. (en preparacion) y los datos de cortejos encontradas
en el presente estudio, concuerdan parcialmente con eventos vicariantes que se han
propuesto para explicar los patrones de diversificacion para otras especies de animales y
plantas con distribuciones circundantes al Golfo de Baja California. No existe una
concordancia exacta debido a varias ambigliedades dificiles de salvar debido a que son
intrinsecas a las limitaciones de los métodos y que se evidencian al revisar la literatura
relativa a esta tematica. Para empezar, los abanicos de tiempo son muy amplios, tanto en la
datacion de los eventos geoldgicos, como en la calibracion de los marcadores moleculares
con los que se estiman los tiempos de divergencia. Ademads es dificil distinguir entre la
ocurrencia de eventos unicos o multiples. Todo esto disminuye considerablemente la
precision con que se asigna a cada hipotético evento una ubicacion geografica y
cronologica. Ademads la existencia de otros fendmenos biologicos y geologicos como la
dispersion o cambios en la distribucion de las especies y los cambios climaticos que
ocurrieron en tiempos mas recientes a los grandes eventos vicariantes, contribuyen aun mas
a confundir las sefiales dejadas por los eventos vicariantes sobre los patrones biologicos
actuales, y obviamente a relajar la exactitud requerida a la hora de explicar un patrén
observado como resultado de un evento vicariante, es decir que aumentan el riesgo de caer
en error tipo I, del cual el presente estudio no estd exento.

Tomando en cuenta estas limitaciones y licencias como lo han hecho otros
investigadores, se pueden invocar una serie de eventos vicariantes para explicar la historia
de especiacion entre P. sierra, P. atromedia y P. sura, tal como lo sugirieron Correa-

Ramirez et al. (en preparacion). Segun ellos hubo tres eventos vicariantes importantes para
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la especiacion de estas tres especies. El primero, la formacién del Golfo de California hace
5.5 millones de afios, explicaria la divergencia entre el linaje que dio origen a P. sura y el
que dio origen a P. sierra 'y P. atromedia. El segundo, la Transgresion Marina Nortefia hace
entre 4.1 y 4.5 millones de afios, explicaria la divergencia entre el linaje que dio origen a P.
atromedia y el que dio origen a P. sierra. Y el tercero, el incremento del Rio Colorado hace
entre 2.1 y 3.5 millones de afios, explicaria la divergencia entre los dos linajes que
observaron dentro de P. sierra, el de California y el de Baja California.

Existe otro escenario que, considerando los mismo eventos vicariantes, permite dar
una explicacidn que ademas es mas acorde con los datos de conducta. El linaje ancestral
tendria una distribucién nortefia por lo que perteneceria al Complejo Vicariante Nortefio
(Grismer, 1994), rodeando la parte mas nortefia del Golfo de California en formacién. Las
poblaciones mas surefias habrian sido las primeras en divergir, de modo que el linaje que
origind a P. sierra se habria separado del que originé a P. atromedia y P. sura, pero
mantendrian conexién entre ellos por el extremo norte de la peninsula. La Transgresion
Nortefia conocida como la “Formacion Imperial” (equivale a la “Transgresion Marina
Nortefia” de Correa-Ramirez et al., en preparacion) en la que el Golfo de California se
extendié hacia el Norte hasta el Paso de San Gorgonio, al mismo tiempo que se dio una
inundacién de la cuenca de Los Angeles, que segin Murphy y Aguirre Leén (2002)
efectivamente llegd a conectar al Golfo de California con el Océano Pacifico. Este evento
habria terminado de separar a las poblaciones nortefias de P. sierra de las del linaje que
daria origen a P. atromedia y P. sura. Posteriormente, la Transgresion Nortefia conocida
como “Formacion Bouse” (equivale al “incremento del Rio Colorado” de Correa-Ramirez
et al., en preparacion), la que consistid en inundaciones extensivas a través del Rio
Colorado llegando hasta lo que hoy es el estado de Nevada, separaria al linaje que dio
origen a P. atromedia del que dio origen a P. sura, a ambos lados del Colorado. Al mismo
tiempo podria haber separado también a las poblaciones de P. sierra, en el linaje de
California y el de la peninsula, pero dado que la diferenciacion entre estos dos linajes
aparentemente es norte-sur y no este-oeste, como el que es caracteristico de este evento
vicariante, la explicacion no es del todo satisfactoria si no se complementa con dispersion

posterior al evento vicariante. Un patron filogeografico parecido a éste fue encontrado por
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Wood et al. (2008) para tres linajes mitocondriales de la boa rosada Lichanura trivirgata
Cope, 1861. Aparentemente este es el Unico estudio publicado en el que se tratan por
separado los efectos de las dos formaciones que constituyen la Transgresion Nortefia, pues
en todos los demas estudios filogeograficos publicados, se consideraba como un solo
evento. Asi explica que los patrones de divergencia de algunos estudios pueden
corresponder con las primeras fases de la formacion del Golfo de California y la
subsecuente inundacion del lago Salton, conocida como “Formacidon Imperial”, mientras
que los patrones de divergencia este/oeste a través del rio Colorado mas bien reflejan la
inundacidn mas progresiva y extensiva del Golfo de California, conocida como “Formacion
Bouse” que finalmente dio lugar a la formacién del Rio Colorado.

Segun Wood et al. (2008), la formacion del Golfo de California, la “Formaciéon
Imperial” y la “Formacion Bouse” habrian tenido lugar hace 5-12, 6-10 y 5.3-6 millones de
afios respectivamente. Estas fechas se encuentran sistematicamente sesgadas con respecto a
las propuestas por Correa-Ramirez et al. (en preparacion) pero coinciden en el orden
cronoldgico. Este escenario explicaria mejor la separacion entre P. atromedia y P. sura, no
solo porque concuerda con las observaciones hechas sobre el cortejo de las dos especies en
el presente estudio, sino también porque dada la distribucion relativamente nortefia de P.
atromedia, su divergencia se explica mejor como consecuencia de la formacion del Golfo y
luego la Transgresion Nortefia (pues considerando conjuntamente ambos eventos su alcance
seria hasta Nevada), que unicamente con la formacion del Golfo que no llegé tan al Norte.
Otra observaciéon que lleva a considerar que algunos clados no estén correctamente
ubicados en la genealogia mitocondrial propuesta por Correa-Ramirez et al. (en
preparacion) es que P. lapidicina aparece como el clado maés reciente que se origind del
linaje monofilético que contiene a P. sierra 'y P. atromedia. Si la separacidn de este linaje
respecto al que dio origen a P. sura, se dio a raiz de la formacién del Golfo de California,
entonces jcomo se puede explicar que P. lapidicina se agrupara con P. sierra y P.
atromedia, cuando es la especie con la distribuciéon mas oriental de todas las del grupo y
sus registros mas occidentales llegan hasta Colorado, Wyoming y Montana (Barnes, 1959;

Vogel, 2004).
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Ademas de las ambigiliedades temporales y geograficas, existen otros argumentos de
peso por los que la explicacidon de los procesos de especiacion en P. sierra, P. atromedia 'y
P. sura como resultado Unicamente de eventos vicariantes no es completamente
satisfactoria. Quiza el mds importante es la ausencia de diferenciacion genética profunda,
tanto en el presente estudio como en el de Correa-Ramirez (2010) y Correa-Ramirez et al.
(en preparacion), provocada por el Canal Interpeninsular del Vizcaino, el cual es el evento
vicariante mas frecuentemente observado en la mayoria de los taxa (Riddle ef al., 2000c¢), y
cuyo efecto ya ha sido detectado por ejemplo en la arafia Homalonychus theologus (Crews
y Hedin, 2006). Argiiir que las diferencias en este patron entre H. theologus y P. sierra se
debe a las menores capacidades de dispersion de la primera, no resuelve el problema,
porque en ese caso se esperaria que se hubiera encontrado sefial de la “Formacion Imperial”
en H. theologus, pero no fue asi.

Las concordancias discutidas hasta este momento entre genealogias mitocondriales,
datos conductuales y eventos vicariantes, no permiten aseverar que la especiacién ha sido
dirigida por vicarianza ni por seleccién sexual sobre los cortejos, pero tampoco permiten
descartarlas. Para desentrafiar un poco mas el proceso de especiacion es necesario revisar
los patrones de diversificacion en una diferente resolucidn, en un tiempo mas cercano

considerando las poblaciones y linajes que se encuentran dentro de P. sierra.

Concordancia entre genealogia de linajes mitocondriales, divergencias genéticas de
microsatélites, datos de cortejo y eventos vicariantes dentro de P. sierra.

A este nivel intraespecifico, dado que los tiempos de divergencia son mucho mas recientes,
los eventos vicariantes no aportan mucha informacion mas alla de lo ya mencionado en la
seccidn anterior en cuanto al posible papel de la “Formacién Bouse” en la separacion de los
linajes de P. sierra. Como también ya se menciond en la seccion de “Estructura Genética
Poblacional” no se puede descartar el papel de la existencia de refugios y los efectos de los
cambios climaticos ocurridos durante y después del Pleistoceno en la historia reciente de
las poblaciones de P. sierra, pero tampoco se cuenta de momento con elementos concretos
con los cuales indagar mas respecto a estas explicaciones por lo que no se profundiza en

esto.
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En cambio, si se estudié de cerca la posibilidad de que la seleccion sexual sobre el
cortejo sea la que ha dirigido el proceso de diversificacion dentro de P. sierra, lo cual seria
posteriormente extrapolable a la apariciéon de especies como consecuencia de que los
cortejos hayan mantenido separados los acervos genéticos de las poblaciones en
divergencia. Sin embargo se encontr6 que al comparar los datos conductuales y
moleculares de diferentes marcadores y probablemente de diferentes escalas temporales
(mitocondriales, profundos y microsatélites recientes), las discordancias fueron
practicamente absolutas. Lo mas esperable era que de haber variacion intra especifica en el
cortejo de P. sierra, las diferencias se encontraran entre los sitios pertenecientes a los dos
linajes mitocondriales. Otra opcién, no tan probable pero también posible, era que una
poblaciéon bien diferenciada y aparentemente aislada como TCT presentara un cortejo
distintivo. Una tercera opcion era que se encontraran diferencias en los cortejos pero no
diferencias genéticas, lo cual seria prueba parcial de una divergencia muy incipiente.
Ninguna de las tres situaciones se observo en el presente estudio.

Si se hubieran observado, no hubieran sido suficientes para probar que la seleccion
sexual dirige la especiacion, pues como mencionan Panhuis ez al. (2001) es dificil que una
sola prueba permita discernir entre la especiacidon por seleccion sexual y otros modos de
especiacidn, y en todo caso se requiere reunir la mayor cantidad de evidencias posible al
mismo tiempo para descartar otras probables explicaciones. Los mismos autores
recomiendan entre otros requisitos, comprobar que los rasgos sexuales estan bajo seleccion
de las hembras habiendo preferencias correlacionadas, que existe aislamiento precigoético
entre las especies y que no hay desplazamiento de caracteres ni reduccion de viabilidad o
fertilidad en hibridos si es que hay hibridaciéon. Ninguno de estos requisitos se pudieron
poner a prueba en el presente estudio, aunque hubieran sido necesarios para demostrar que
la seleccion sexual ha dirigido la especiacion entre P. sierra, P. atromedia o P. sura. Sin
embargo, para probar lo opuesto, es decir, que la seleccion sexual sobre el cortejo no ha
dirigido por si sola la especiacidn, basta con demostrar que las discontinuidades genéticas
no coincidan con los distintos cortejos. Bajo la hipotesis de que los cortejos son diferentes,
los machos son seleccionados y ocurre el cruzamiento no aleatorio entre los miembros de la

poblacion; pero si se encuentran diferencias genéticas que no coinciden con diferencias en
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cortejo, el cruzamiento no aleatorio que dio origen a la divergencia tuvo que haber sido
provocado por otro factor que no fuera el cortejo y la seleccidon sobre éste. Por lo tanto, la
no concordancia observada entre los patrones de cortejo y los patrones de diversificacion
genética dentro de P. sierra se puede tomar como evidencia suficiente de que la seleccion
sexual sobre el cortejo no ha dirigido la diversificacidon de linajes, al menos dentro de P.
sierra, y probablemente tampoco entre las tres especies, P. sierra, P. atromediay P. sura.

La discordancia que se observo entre los datos genéticos y de conducta dentro de P.
sierra fue, de hecho, bastante pronunciada. La diferencia entre patrones de cortejo, en lugar
de coincidir con la separacion de linajes mitocondriales (Correa-Ramirez et al., en
preparacion) se observo entre poblaciones que corresponden a un mismo linaje, el de
peninsula de Baja California, e inclusive se observd entre sitios de muestreo que
corresponden a una misma poblacién genéticamente homogénea, la de Ensenada. Ademas
la poblacion de TCT, tan diferenciada genéticamente, no mostrd un cortejo distintivo como
tampoco lo hicieron ninguno de los dos linajes mitocondriales. Las anteriores evidencias
asumen que los resultados obtenidos de los anélisis genéticos y conductuales son correctos;
que P. sierra, P. atromedia y P. sura, son tres especies distintas; que existen dos linajes
dentro de P. sierra asi como una marcada estructura poblacional; y no hay alguna variacién
en los cortejos que haya pasado desapercibida y estd sujeta a seleccion sexual.

Sin embargo, es importante mencionar que si bien no cabe duda de la diferenciacion
en el cortejo de los individuos recolectados en La Paz (LPZ), que fue el sitio con mas
cantidad de réplicas observadas; los datos de cortejo de los individuos recolectados en
ENSI y ENS5 se deben tomar con cautela porque se contd con pocas observaciones de
cortejo. Si al aumentar el nimero de réplicas de estos dos sitios, resultara que su patron de
cortejo es mas similar al del resto de los sitios del norte de la peninsula, se tendria un
panorama muy distinto de la variacion intraespecifica, en el que la distancia geografica
estaria teniendo un papel importante en la diferenciacidon del cortejo, y habria al menos
cierto grado de concordancia con el patréon genético inferido a partir de los loci

microsatélites, lo cual podria alterar las conclusiones ahora obtenidas.
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Implicaciones del patron general de concordancias y discordancias

Segtin Panhuis ef al. (2001) muchas especies son similares morfologica y genéticamente
mientras que difieren notoriamente en sefiales y preferencias relacionadas con la busqueda
de parejas, pero para inferir que esto significa que la seleccidon sexual dirige la especiacion
se requiere que otros modos o tipos de divergencia sean descartados. A pesar de la gran
cantidad de estudios en arafias lobo en los que se han encontrado diferencias en los cortejos
pero no en la morfologia (p. ej. Stratton y Uetz, 1986; VIcek, 1995; Costa et al., 2000;
Topfer-Hofmann ez al., 2000), en ninguno de ellos se ha intentado poner a prueba la
seleccidn sexual como modo de especiacion y a lo maximo que se ha llegado, es a sugerirlo
como una posibilidad (Stratton y Uetz, 1986).

En el presente estudio se abordé de forma mads directa la tarea de probar si la
seleccion sobre el cortejo podria ser lo que ha dirigido la especiacion en un licdsido. Las
discordancias observadas con la informacion disponible hasta el momento, llevan a apoyar
la hipotesis de que la seleccion sobre el comportamiento de cortejo no dirige la especiacion
o divergencia de linajes, porque si asi fuera, se esperaria que los patrones de cortejo
observados dentro de P. sierra hubieran coincidido con las delimitaciones de linajes
intraespecificos o con las poblaciones genéticamente homogéneas mas diferenciadas, es
decir poblaciones o linajes que se encontrarian en fases iniciales o intermedias de
especiacidon, o por lo menos que no hubiera nada de estructura poblacional. En lugar de
cualquiera de estos escenarios, se observd que existe estructura poblacional y también
diferenciacion en los cortejos, pero ambas con patrones discordantes.

Algo similar a lo encontrado en el presente estudio, se observo en una serie de
estudios con peces del grupo Goodeinae (Ritchie et al. 2005; Ritchie et al. 2007; Macias-
Garcia et al. 2012). Primero encontraron altos niveles de dimorfismo en caracteres
morfoldgicos y de cortejo, que ademds estaban sujetos a seleccion, y una correlacion entre
el nivel de divergencia con la diversidad genética entre las poblaciones, por lo que pensaron
que probablemente esto indicaria altos niveles de diversificacién guiados por seleccion
sexual. Sin embargo, al estudiar exclusivamente las poblaciones de la especie con el
dimorfismo mas marcado, Girardinichthys multiradiatus Meek (1904), encontraron que

aunque habia seleccion diferencial, la estructuracion genética de las poblaciones, estudiada
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con loci microsatélites, estaba determinada por la distancia geografica entre ellas,
independientemente de cudles fueran las morfologias y cortejos preferencialmente
seleccionados por las hembras. Al igual que en el presente estudio, esto los llevd a deducir
que los procesos de diversificaciéon en estas especies no estaban siendo dirigidos por
seleccidn sexual.

Estas evidencias de que la seleccidon sobre los cortejos no dirige la divergencia de
linajes o la especiacion en realidad no sorprenden mucho. Aunque se han sugerido algunos
modelos tedricos atractivos de especiacion por seleccidon sexual (revisados brevemente en
Ritchie, 2007), las pruebas empiricas irrefutables son practicamente nulas. Existe un
estudio en arafias, pero no en la familia Lycosidae, sino Salticidae, con Habronattus
pugillus. En él, Masta y Maddison (2002) encontraron evidencias de seleccion sexual sobre
diferentes morfotipos y cortejos dentro de la misma especie que ha resultado en aislamiento
reproductivo entre algunas poblaciones, pero no lograron demostrar que esto esté
provocando divergencia de linajes o poblaciones a nivel genético. Ademas, los autores
sugieren que la diferenciacion en estos rasgos bajo seleccidbn comenzd a aparecer en
alopatria, implicando que pudo haber sido el aislamiento fisico de las poblaciones, y no la
seleccion sexual, lo que desencadenara la divergencia de caracteres. Es decir, no se puede
decir que la seleccion sexual, por si misma haya provocado la diferenciacion inicial.

Quiza una serie de estudios de la rana neotropical Physalaemus petersi Jiménez de
la Espada, 1872 (Boul et al., 2007; Guerra y Ron, 2008; Funk et al., 2009), proveen la
evidencia mas rigurosa de un caso de especiacion por seleccion sexual, en particular, sobre
el canto de los machos. Encontraron preferencias de las hembras por los cantos de machos
de sus mismas poblaciones y concordancia entre los cantos y los patrones genéticos pero no
correlacion entre las distancias genéticas con factores ambientales ni con distancias
geograficas. Sin embargo, sobre todo en el aspecto ecologico, hacen falta mas pruebas que
permitan descartar adaptacion a microambientes. La misma dificultad para diferenciar entre
seleccidon natural y sexual y su efecto en la especiacion se ha tenido en otros modelos,
principalmente de peces como ciclidos, poecilidos y goodeidos (como se menciond unos

parrafos antes), sin que se haya llegado a una resolucion convincente atn (Ritchie, 2007).
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Después de todo, las evidencias son muy escasas y por el otro lado hay numerosos
autores que como resultado de modelos tedricos o estudios empiricos, proponen que la
especiacidon es un proceso muy complejo que dificilmente puede resultar de un solo factor,
como la seleccidon sexual, y que mas bien es el resultado de la interacciéon de muchos
factores actuando acopladamente (Arnegard y Kondrashov, 2004; Ritchie, 2007; Grether,
2010).

De acuerdo a la informacion obtenida hasta el momento, ni los eventos vicariantes,
ni la seleccion sexual sobre el cortejo, por si solos, ofrecen una explicacion satisfactoria de
la especiacion y divergencia de linajes en P. atromedia, P. sura, P. sierra o en los linajes
dentro de ésta ultima. Por lo tanto se propone que mas bien ha sido una combinacién de
factores, la responsable de moldear los patrones filogeograficos actuales. En este escenario,
la seleccion sexual sobre los cortejos, ha tenido importancia relativamente menor en
comparacion con la interrupcion o disminucion de flujo genético por dispersion a larga
distancia, o por barreras geograficas que han provocado alopatria y divergencia por
adaptacion a nuevos ambientes o por deriva génica; o en comparacion con divergencia por
adaptacion a distintos ambientes en simpatria o parapatria (Via, 2001; Michel et al. 2010).
Estas interrupciones o disminuciones iniciales en el flujo genético, podrian haber
ocasionado la acumulacién de mutaciones que provocaran distintos grados de
incompatibilidad entre las poblaciones separadas, dependiendo del grado de aislamiento
(Muller, 1942; Johnson, 2008; Matute et al., 2010). De este modo, en los casos en que hubo
alopatria se pudieron formar zonas hibridas de contacto secundario y en los casos en que la
divergencia se dio como consecuencia de adaptacién a distintos ambientes se pudieron
formar zonas hibridas primarias (Kawakami y Butlin, 2001) y dependiendo de los grados de
divergencia entre los acervos genéticos y la fuerza de la seleccion natural, pudo haber
reforzamiento, dilucion o compartamentalizacion del aislamiento (Abbott et al., 2013;
Feder et al., 2013). Al mismo tiempo, las diferenciaciones genéticas pudieron haber
provocado diferenciaciéon en los cortejos, principalmente como subproducto de la
adaptacion a distintos tipos de hébitat (Miller et al. 1998; Uetz y Roberts, 2002). Luego
estas diferencias, pudieron haberse acentuado por seleccion sexual si ayudaron a sus

poseedores (y las hembras que los seleccionaron) a aumentar su ¢éxito reproductivo
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(Delaney et al., 2007) o si reforzaban barreras de aislamiento reproductivo parcialmente
desarrolladas (Panhuis ef al., 2001). Como propone Via (2001) explicar la especiacién en
términos puramente geograficos se estd volviendo obsoleto. Aprovechar las herramientas
metodoldgicas disponibles en la actualidad permite y obliga a desentrafiar con mucho
mayor detalle un proceso complejo en el que siempre interactiian factores genéticos,

etoldgicos y ecologicos ademas de los geograficos.

7.6 Evidencias de hibridacion

En el presente estudio era de interés estudiar las posibilidades de hibridacion por dos
razones. Una para inferir si las diferencias de cortejo constituyen barreras de aislamiento
entre los acervos genéticos de P. sierra y P. atromedia y entre los linajes Californiano y
Peninsular dentro de P. sierra, es decir, si mantienen la homogeneidad de especies y
linajes. En segundo lugar, porque encontrar una zona hibrida y estudiarla podria aportar

mucha informacion sobre la especiacion en estas arafias.

7.6.1 Hibridacion interespecifica

7.6.1.1 Evidencias conductuales

No se logré reunir informacion suficiente como para aseverar que exista una zona hibrida
entre P. sierra'y P. atromedia, aunque como se discutird mas adelante, los resultados de los
andlisis sugieren que es probable su existencia. Encontrarla fue uno de los objetivos
principales de la investigacién y en consecuencia el criterio seguido para disefiar el
muestreo, para lo que se tomd en cuenta la informacion publicada por Correa-Ramirez ef al.
(2010b) que mencionaba que la distribucién de P. sierra estd limitada a la peninsula de
Baja California y la de P. atromedia al Centro y Sur de California, E.U.A. Sin embargo, en

la amplia inspeccién de terreno, que abarcé un area aproximada de 16000 km” en el sur de
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California, no se encontrd P. atromedia sino P. sierra, incluso en aquellos sitios donde a
mediados del siglo XX se habian registrado y recolectado morfotipos que correspondian a
P. atromedia (Correa Ramirez et al., 2010b).

Una explicacion a esto es que efectivamente exista superposicion en las dreas de
distribucion de ambas especies, pero debido a variaciones estacionales en la densidad de
individuos (Van Dyke y Lowrie, 1975; Punzo y Farmer, 2006) no se encontrd a P.
atromedia durante las recolectas hechas en el presente estudio. Otra explicacion es que P.
sierra haya expandido su area de distribucion hacia el norte durante los tltimos 50 afios,
promovida por el cambio climatico global como se ha sugerido en mariposas y otros grupos
de fauna y flora (Parmesan et al., 1999; Gian-Reto et al., 2002). Por ultimo, también
pudiera ser que haya habido errores en la identificacién de los individuos o la ubicacién de
sitios de muestreo del material de coleccidon revisado por Correa-Ramirez et al. (2010b),
por lo cual seria conveniente realizar una revision mas exhaustiva de materiales de
colecciones y nuevos muestreos, sobre todo en los limites de la distribucion de ambas
especies.

Esta dificultad para encontrar poblaciones de P. atromedia durante los primeros
muestreos también provocé que no se contara con individuos de esta especie para
utilizarlos en experimentos de cortejo y apareamiento en laboratorio para estudiar la
interaccidn entre especies y caracterizar el tipo de barreras de aislamiento que podrian
existir entre ellas como lo han hecho por ejemplo Stratton y Uetz (1986), Costa et al.
(2000) y Fernandez-Montraveta et al. (2001).

Mediante la observacidon de los cortejos se pudo diferenciar claramente entre P.
sierra y P. atromedia, pero no se encontré ningin individuo que presentara un cortejo
intermedio entre las dos especies parentales o compuesto por elementos de cortejo o
movimientos de ambas, y que por lo tanto pudiera considerarse como hibrido, tal como lo

hicieron a nivel de laboratorio Stratton y Uetz (1986) y Costa et al. (2000).
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7.6.1.2 Evidencias genéticas

A partir de los andlisis genéticos de frecuencias alélicas, se obtuvieron evidencias indirectas
de hibridacion, el entrecruzamiento entre individuos de distintos tipos genéticos o especies,
en este caso, entre P. sierra y P. atromedia. No obstante, esta informacion no es suficiente
para considerar la existencia de una zona hibrida (al menos no en su totalidad), pues la
cantidad de individuos de ancestria mezclada en el presente estudio es muy pequefia como
para revelar el patrén de clina en varios rasgos genéticos caracteristico de las zonas hibridas
(Harrison, 1993). Atn si no se encontr6 una zona hibrida, se confia que es correcta la forma
en que se identificd la existencia de hibridos. Los andlisis de asignacion a partir de
genotipos multilocus utilizando probabilidades bayesianas han probado ser robustos en su
capacidad de identificar la presencia de hibridacién (Pritchard ez al., 2000; Mallet, 2005;
Sanz et al., 2009) tanto en zonas hibridas como en hibridos ocasionales en diversos grupos
bioldgicos, por ejemplo mamiferos (Lancaster et al., 2006; Randi, 2007; Senn y Pemberton,
2009; Cabria et al. 2011), aves (Barilani et al., 2007; Muiloz-Fuentes et al., 2007), reptiles
(Miraldo et al., 2013), anfibios (Colliard et al., 2010), peces (Pritchard et al., 2007; Nolte et
al. 2009), lepidopteros (Gompert et al., 2010), dipteros (Kothera er al. 2009), encinos
(Valbuena-Carabaiia, 2007; Lepais et al. 2009), alamos (Thompson et al., 2010), etc.
Ademas, segun Vihd y Primmer (2006), quienes hicieron simulaciones para evaluar
la eficiencia y precision de los métodos bayesianos para la deteccidon de hibridos, existen
dos condiciones que al presentarse tienden a provocar una subestimaciéon en la
identificacion de los mismos. Estas son la existencia de un continuo de clases distintas de
hibridos (F1, F2, retrocruzas) y la escasez general de éstos dentro de la poblacion
muestreada. Ambas condiciones probablemente se cumplen en el presente estudio por lo
que se puede considerar que la determinacion de hibridos hecha aqui es conservadora y se
corre bajo riesgo de estar clasificando como hibridos a individuos que no tienen ancestria
mezclada. Véhi y Primmer (2006) también indican que valores de ¢ (fraccion del genoma
de un individuo heredado de cada grupo genético parental) superiores a 0.1 son deseables
cuando, como en el presente estudio, es importante privilegiar la precision (es decir, la no
sobreestimacion por una incorrecta clasificacion de individuos como hibridos cuando

realmente no lo son) por sobre la eficiencia (es decir, la identificacion de todos los hibridos
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realmente presentes en la muestra). En el presente estudio se utilizé un valor umbral de g de
0.12 del genoma de P. atromedia en el de P. sierra, que es de por si conservador. Si aiin se
elevara este valor hasta 0.23, s6lo uno de los siete individuos clasificados como hibridos
perderia este estatus. Por lo tanto, se considera que los resultados genéticos obtenidos son
robustos y comprueban la existencia de hibridacion entre P. atromedia 'y P. sierra.

Los antecedentes de estudios de hibridacidon de licdsidos indican que se dan ambas
situaciones, la ocurrencia y la ausencia de hibridacién. Al menos en dos estudios (Stratton y
Uetz, 1986; Costa et al., 2000), se ha documentado que a pesar de que los hibridos
producidos en el laboratorio son viables y fértiles, las diferencias en los cortejos de las
especies parentales impiden los apareamientos interespecificos y por lo tanto, la ocurrencia
de hibridos en condiciones naturales es sumamente escasa (Stratton y Uetz, 1986). Sin
embargo, otros estudios encontraron resultados opuestos, por ejemplo que a pesar de las
diferencias de cortejo, las hembras de una especie accedian a copular con machos de la otra
especie en experimentos de laboratorio (Ferndndez-Montraveta et al., 2001). En
condiciones naturales, se ha detectado hibridacion introgresiva en especies de otras familias
de arafias, por ejemplo del género Dolomedes Latreille, 1804 (Lattimore et al., 2011), del
género Habronattus (Hedin y Lowder, 2009) y del género Tegenaria Latreille, 1804, donde
ademas se estudid una zona hibrida (Croucher et al. 2004; Croucher et al., 2007). En todos
estos casos, las evidencias de hibridaciéon consistieron en encontrar haplotipos
mitocondriales de una especie en algunos individuos que por morfologia, distribucidn,
afinidades ecoldgicas o ADN nuclear correspondian indudablemente a otra especie. El
unico caso documentado de una zona hibrida en arafias lobo es la estudiada por Reiskind y
Cushing (1996) que encontraron una clina en la morfologia de los émbolos de los
pedipalpos de los machos de las arafias lobo Lycosa ammophila y L. ericeticola, pero no
corroboraron sus hallazgos con informacion genética.

Las evidencias de hibridacion encontradas a nivel genético y el hecho de que no se
logré muestrear las areas de distribucion extremas y posiblemente confluentes entre P.
sierra 'y P. atromedia, asi como la existencia de casos probados de hibridacion y zonas
hibridas en otras especies de arafias encontrados en la literatura, justifican que se siga

buscando una zona hibrida entre las dos especies en el centro-sur del estado de California,
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E.U.A. Encontrarla podria aportar gran cantidad de informacion sobre el proceso de su
especiacion. Cada zona hibrida, como las especies y los procesos de especiacion, es unica.
Por eso es que se les ha considerado como “laboratorios vivientes” donde estudiar procesos
como la especiaciéon y la adaptacion (Hewitt, 1988). Al estudiar una zona hibrida entre P.
sierra y P. atromedia, se podria conocer la importancia relativa de la seleccion sexual, el
reforzamiento, la adaptacion a condiciones ecologicas, la viabilidad y fertilidad de los
hibridos, la direccién de la hibridacion y los eventos vicariantes en la aparicion,
mantenimiento y devenir del aislamiento entre las especies; también se podria diagnosticar
qué elementos morfoldgicos y etoldgicos contribuyen al aislamiento reproductivo y a la
adaptacion ecoldgica; si el inicio de la divergencia se desencadend como resultado de
barreras vicariantes, dispersion, distribucion parapatrica o cambios en las preferencias de
microhabitat; e incluso predecir el destino que podria tener la zona hibrida como su
mantenimiento por un largo periodo de tiempo como una zona de tensiéon donde los
hibridos tienen una eficacia bioldgica sumamente limitada, su mantenimiento con flujo de
ciertas regiones genomicas entre las especies parentales, las cuales les confieren mayor
eficacia y esto provoca una mayor separacion entre las especies; o bien entender la gradual
desintegracion de la zona por flujo genético entre las especies parentales, con la
consecuente fusiéon de ambas o asimilacion de una por la otra, o la divergencia del linaje
hibrido como entidad aislada hasta formar una nueva especie; la segregacion de las especies
por reforzamiento cuando existe menor eficacia de los hibridos e indicios de seleccion
sexual que puedan ser reforzados, por mencionar algunos (Kawakami y Butlin, 2001;

Mallet, 2005; Schwenk et al., 2008; Abbott et al., 2013; Feder et al., 2013).

7.6.2 Hibridacion intraespecifica

7.6.2.1 Evidencias conductuales

En el nivel intraespecifico, se encontré evidencia de hibridacion mas extendida entre los
linajes mitocondriales Californiano y Peninsular dentro de P. sierra. Los experimentos de
apareamiento demostraron que hubo la misma cantidad de apareamientos entre cruzas

intralinaje que entre cruzas interlinaje entre sitios de muestreo relativamente cercanos
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geograficamente (un apareamiento de cada una), mientras que no hubo apareamientos en
cruzas interlinajes entre sitios geograficamente extremos. De los dos apareamientos, solo el
interlinaje resultd en la construccién de ovisaco por parte de la hembra, pero esta no se
pudo mantener viva el tiempo suficiente para comprobar que efectivamente tuviera
arafiuelas. En principio, esto al menos indicaria que no existe aislamiento reproductivo
precopulatorio entre los machos del linaje mitocondrial de California y las hembras del
linaje de la peninsula, pero atn esta conclusion debe tomarse con precaucién, como un
resultado preliminar que deberia comprobarse con mas experimentos que permitan
caracterizar con mayor certidumbre el grado de aislamiento entre los dos linajes, por dos
razones que se discuten a continuacion.

La primera es que los dos experimentos en que hubo apareamientos entre linajes no
fueron completamente independientes porque en ambos se utilizd al mismo macho. Por lo
tanto no se puede discernir entre el efecto del linaje y el efecto del macho. Varios estudios
con arafias lobo han demostrado que la intensidad del cortejo, la talla y la condicion de los
machos, son variables que se encuentran bajo seleccidon diferencial por parte de las
hembras, por lo tanto podria haber sesgo al interpretar los resultados a partir de lo
observado para un solo macho (Ver discusion y citas mas adelante).

La segunda, y mas importante, es la baja cantidad de réplicas realizadas, pero sobre
todo, la baja cantidad de apareamientos obtenidos. De 29 experimentos, se obtuvieron tan
solo dos copulas, lo que es igual a 7% (13% si se consideran solo los apareamientos
intralinaje). Este fue un resultado inesperado, pues en otros estudios similares con arafias
lobo se han obtenido porcentajes de apareamiento minimos de 25% y hasta por encima de
70%, con rangos de entre 20 y 106 réplicas (Eason, 1969; Costa y Capocasale, 1984;
Stratton y Uetz, 1986; Miller et al., 1998; Brautigam y Persons, 2003; Punzo y Farmer,
2006; Shamble et al., 2009) e incluso en el presente estudio, en los cinco experimentos con
P. atromedia solas, se obtuvo un 40% de montas del macho sobre la hembra (aunque se
utilizo una sola hembra, es decir que también fueron pseudoréplicas).

Esta baja cantidad de apareamientos obtenidos en el presente estudio probablemente
se explica por el periodo de inanicion al que se vieron expuestos los ejemplares de P. sierra

durante las recolectas, asi como una calidad de dieta no dptima durante su mantenimiento
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en cautiverio, lo cual las pudo haber estresado afectando la calidad de los cortejos de los
machos y la receptividad de las hembras.

La variable que mas afecta la probabilidad de apareamientos en arafias lobo es la
intensidad del cortejo por parte del macho (Rypstra et al., 2003; Delaney et al., 2007;
Hoefler et al. 2009; Shamble et al., 2009, pero ver Lomborg y Toft, 2009 y una excepcion
en Wilder y Rypstra, 2008a). Considerando que el cortejo es metabdlicamente costoso para
los machos (Kotiaho ef al., 1998), una dieta deficiente debe impactar negativamente el
cortejo, y esto a su vez disminuir la probabilidad de aceptacion por parte de las hembras.
De hecho numerosos estudios con diferentes especies de arafias lobo han demostrado
influencia de la calidad de la dieta sobre la supervivencia de adultos y juveniles (Uetz et al.,
1992; Moya-Larafio et al., 2003; Hoefler et al., 2008; Lomborg y Toft, 2009), tiempo de
maduracidn sexual (Uetz et al., 1992; Lomborg y Toft, 2009), parametros corporales como
peso (Uetz et al., 1992; Shamble et al., 2009) o ancho del prosoma (Lomborg y Toft, 2009),
intensidad del cortejo (Hoefler et al., 2008, Lomborg y Toft, 2009) o la probabilidad de
apareamientos (Wilgers y Hebets, 2012; Lomborg y Toft, 2009); aunque también existe un
estudio en el que no se detectd influencia de la dieta en ninguna de las variables anteriores
(Wilder y Rypstra, 2008a) y dos estudios en los que se encontréo capacidad de
compensacion posterior a periodos de estrés alimenticio medida como recuperacion de
masa, tanto en campo como en laboratorio (Moya-Larafio et al.,, 2003; Jespersen y Toft,
2003) pero no se midid si tuvo algun efecto sobre la capacidad reproductiva.

Ademas existe conocimiento de que otros factores como la longevidad de las
hembras y las experiencias previas de exposicion a individuos del sexo opuesto o
apareamientos (Norton y Uetz, 2005; Wilder y Rypstra, 2008b; Wilgers y Hebets, 2012),
afectan la probabilidad de aparearse o la intensidad del cortejo (Rypstra et al., 2003), a
veces presentando efectos sinérgicos con otros factores.

Dada la complejidad de factores que interactian afectando el cortejo y el
apareamiento, tener mayor conocimiento sobre la importancia relativa de estos sobre la
frecuencia de apareamientos, requerira estudios disefiados especificamente para tal fin, que
permitan optimizar las condiciones de mantenimiento y realizacion de experimentos de

cruzas.
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7.6.2.2 Evidencias genéticas

Ademas de las evidencias obtenidas en los experimentos de apareamiento, se encontraron
también evidencias genéticas de hibridacién entre los dos linajes mitocondriales de P.
sierra (Correa-Ramirez et al., en preparacion) el de California, E.U.A. y el de la peninsula
de Baja California. En este caso la cantidad de individuos con ancestria mezclada fue
mucho mayor que entre P. sierra y P. atromedia, presentdindose en todos los sitios
muestreados y en un amplio rango de proporciones de mezcla de las fracciones de genoma
de cada linaje parental. Ademas, si se hace caso omiso de TCT, que como ya se dijo es una
poblacion muy homogénea y aislada, es evidente que existe un patrdn geografico clinal en
la probabilidad de asignacion de los individuos al grupo definido por SCA (que
corresponde al linaje mitocondrial de California) segin los resultados del programa
STRUCTURE. Si como lo resume Harrison (1993) una zona hibrida ocurre cuando grupos
genéticamente distintos se encuentran y aparean resultando en al menos alguna proporcioén
de la descendencia con ancestria mezclada, entonces se puede considerar que el patrén
genético poblacional encontrado en las frecuencias alélicas de los linajes Californiano y
Peninsular en el presente estudio, es una zona hibrida.

Al estudiar una zona hibrida entre Lycaeides idas (Linnaeus, 1761) y L. melissa
Edwards, 1873, Gompert et al. (2010) encontraron un patrén de mezcla de genomas muy
similar al encontrado en el presente estudio, con una clina de gran extension. De hecho las
graficas de barras que representan sendos resultados de los andlisis de asignacion del
programa STRUCTURE, tienen una apariencia similar en ambos y ademas la forma de la
clina de composicion genética a través de una extension geografica también es parecida
entre ambos estudios en el sentido de que dentro de cada sitio del ntcleo de la zona hibrida
hay alta heterogeneidad de composiciones genomicas de los individuos, desde los muy
parecidos a una especie o linaje hasta los muy parecidos a la otra especie o linaje. Mientras
que, las diferencias aparentemente tienen mas relacion con la cantidad de sitios
muestreados por Gompert ef al. (2010), 38 sitios en global, de los cuales 11 y 4 representan
a las especies parentales, en comparacion a la realizada en este estudio, donde existe un

amplia ausencia de datos entre el sitio NOV vy el resto de los sitios de recolecta.
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Gompert et al. (2010) explicaron que el patrén que encontraron era consecuencia de
una distribucién fragmentada o de parches caracteristica de estas especies y su
relativamente alta capacidad de dispersion, a una dindmica poblacional de constantes
extinciones y recolonizaciones de los parches, a la existencia de aislamiento muy
incompleto entre las especies parentales y a la insignificante seleccion contra los hibridos.
Muchos de estos atributos probablemente también se presentan en P. sierra. Como ya se
menciond anteriormente las capacidades de dispersion altas y su asociacion a cuerpos de
agua en un entorno en general seco o mediterrdneo también resulta en una distribucion en
parches, muchos de ellos sujetos a extinciones y recolonizaciones. Por otro lado, los
experimentos de cortejo y apareamiento sugieren que no hay aislamiento entre los linajes o
es muy ligero. Aunque no se cuenta con informacion sobre la viabilidad de los hibridos, y
a grandes rasgos se sabe que la preferencia de habitat y condiciones ecologicas es similar
entre los linajes y poblaciones (Van Dyke y Lowrie, 1975; Punzo y Farmer, 2006; Correa-
Ramirez, 2010). Desde el punto de vista de la dindmica de la hibridacion, esos datos y la
presencia de individuos con diferentes proporciones de mezcla, hace suponer que los
hibridos no estarian sujetos a una fuerte selecciéon en contra y se reproducirian con la
misma frecuencia que las especies parentales.

Gompert et al. (2010) también encontraron que la clina geografica de las
variaciones de tamafio de la genitalia de los machos era més angosta que la clina de
composicién gendmica, lo cual indicaria que estos caracteres contribuyen al aislamiento
reproductivo, aunque incompleto, encontrado entre ambas especies, entre otras posibles
explicaciones. En el presente estudio, las variaciones de cortejo encontradas dentro de P.
sierra no coincidian con las delimitaciones de los linajes, por lo que no se puede considerar
que la seleccion sobre el cortejo sea la que provoca el aislamiento reproductivo que, aunque
no es completo, permite la permanencia de los dos linajes como acervos genéticos
independientes como lo demostraron los diferentes anélisis genéticos en el presente estudio.

Con todo esto se infiere que las coincidencias en las conformaciones de estas dos
zonas hibridas pudieran resultar de especies con historias de vida con ciertos aspectos
también coincidentes como alta capacidad de dispersion, distribucién fragmentada con

eventos de extinciéon y recolonizacion constantes y barreras de aislamiento reproductivo
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permeables. Se requerird ampliar la cantidad de sitios de muestreo logrando una
representacion mds continua del area de distribucidon de la especie, y contar con mas
informacion sobre el aislamiento reproductivo entre los linajes a nivel de laboratorio, asi
como mayor resolucion de las preferencias ecologicas de las especies parentales, para
confirmar estas similitudes entre los dos estudios y poder analizar y caracterizar la zona
hibrida de manera mas detallada, e incluso compararla con una potencial zona hibrida entre
P. sierra y P. atromedia, lo cual aportaria informacién sumamente esclarecedora para
entender el proceso de especiacion en P. sierra 'y especies cercanas.

En resumen, los andlisis llevados a cabo en el presente estudio para determinar la
existencia de hibridacion entre P. sierra 'y P. atromedia y entre los linajes mitocondriales
dentro de P. sierra, indicaron que ni el cortejo en especifico, ni otros tipos de posibles
barreras, imponen un aislamiento absoluto al flujo genético entre especies y linajes, lo que
permite mezcla entre los genomas. Esto a su vez ha dado lugar a la formacioén de una zona
hibrida entre los linajes mitocondriales de P. sierra, fendmeno que probablemente también
exista entre P. sierra y P. atromedia alli donde sus areas de distribucidon confluyen. El
presente estudio demuestra la utilidad de los marcadores genéticos para detectar hibridos
cuando otras fuentes de informacién como la morfologia no son tan informativas.
Probablemente los casos de hibridacion entre arafias de especies cercanas sean mas
comunes de lo que se cree, pues, como sucede en muchos taxa, es probable que en muchos
casos los hibridos pasan morfolégicamente desapercibidos y no sean detectados (Mallet,

2005).
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8 CONCLUSIONES

Las tres especies de arafia lobo abordadas en el presente estudio tienen cortejos distintos,
que se diferencian por el tipo de elementos 0 movimientos que los componen. Con base en
la comparacién de estos movimientos, los cortejos de P. atromedia y P. sura son mas
parecidos entre si, que con respecto al de P. sierra. Dentro de P. sierra se observaron dos
patrones de cortejo distintos, que no varian por el tipo de elementos que los componen, sino
por la frecuencia e intensidad relativas con que son desplegados estos movimientos.

Mediante los analisis de genética poblacional utilizando microsatélites, se comprobd
que la poblacién de P. atromedia (CCA) es genéticamente distinta al resto de los sitios de
muestreo analizados, que corresponden a P. sierra. Dentro de P. sierra, se encontraron
cuatro poblaciones genéticamente distintas, la de Tecate (TCT) que es la mas distinta; la
poblacién del sur de California (SCA1+SCA2), la cual pertenece a un linaje mitocondrial
distinto; la poblacién que habita los alrededores de Ensenada (ENS1+ENS2+ENS3+ENS4)
y la poblacion del Novillo (NOV) la més surefia de las aqui analizada.

La estructura genética de las poblaciones de P. sierra es compleja y no puede
explicarse completamente en términos de aislamiento por distancia. Factores como la alta
capacidad de dispersion y la existencia de refugios y la hibridacién entre linajes,
probablemente han tenido un papel importante en provocar esto, pero ain no se cuenta con
un modelo explicativo.

A nivel de especies, hay alto grado de concordancia entre las genealogias
mitocondriales, los patrones de diferenciacién genética a partir de frecuencias alélicas de
loci microsatélites y los datos de los cortejos. La unica discordancia observada es que el
ADN mitocondrial sugiere que P. sierra y P. atromedia, antes de separarse una de otra,
constituyeron un linaje divergente de P. sura; mientras que los datos del cortejo sugieren
que primero se separd P. sierra de P. atromedia 'y P. sura y posteriormente estas dos entre
si. Ambas alternativas de cladogénesis pueden ser explicados como resultado de
aislamiento impuesto por eventos vicariantes.

Dentro de P. sierra, la tnica diferenciacion genética que puede explicarse por

vicarianza, aunque no del todo satisfactoriamente, es la existencia del linaje de California y
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el linaje de la peninsula. La especiacion por seleccion sexual sobre el cortejo resulta atin
menos adecuada para explicar la diversidad dentro de la especie, pues los patrones de
cortejo no coinciden ni con los linajes mitocondriales ni con la estructuracion genética
obtenida mediante loci microsatélites, los cuales dan cuenta de eventos poblacionales
relativamente recientes.

Vistos como un todo, los patrones de concordancia y discordancia entre genealogias
mitocondriales, nucleares y datos conductuales tanto a nivel interespecifico como
intraespecifico, son una fuerte evidencia para sostener que la seleccion sexual
probablemente no dirige el proceso de especiacion en estas arafias. Los eventos vicariantes
parecen tener mayor importancia relativa, pero tampoco ofrecen una explicacion
completamente satisfactoria, de modo que es probable que actien en conjunto con otras
fuerzas como seleccidon natural por adaptacién a ambientes distintos, deriva genética y
después la seleccion sexual, pero actuando sobre rasgos que divergieron previamente.

En este caso la diferencia observada entre los cortejos, puede ser atribuida, al menos
en su fase inicial, a la acumulaciéon de diferencias que durante el aislamiento surgieron
como subproducto de la adaptacion del genoma a diferentes presiones selectivas del
ambiente y/o por deriva genética.

Hasta el momento no se ha estudiado nada en concreto sobre los efectos de la seleccion
natural o la adaptacion a diferentes ambientes en la especiacion de estas arafias. Es de
capital importancia recabar informacion ecoldgica que ayude a evaluar y ponderar también
este aspecto.

El hallazgo, mediante analisis genéticos, de individuos de ancestria mezclada entre
P. sierra y P. atromedia y entre el linaje de California y el de la peninsula dentro de P.
sierra, sugieren que el cortejo no constituye una barrera absoluta al flujo genético a nivel
inter especifico, y tampoco a nivel inter linaje. Los resultados de experimentos de
apareamiento inter linaje confirman esta informacion dentro de P. sierra. Esto renueva y
justifica el interés por buscar una zona hibrida entre P. sierra 'y P. atromedia, cuyo estudio
aportara informacién muy valiosa para mejorar el entendimiento de como han evolucionado

P. sierray sus especies cercanas.
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9 RECOMENDACIONES

Con base en los resultados y conclusiones obtenidos en la presente investigacion de tesis, se
recomienda realizar estudios que permitan:
1) Aumentar el nimero de observaciones de cortejo a varias poblaciones de P.
atromedia y P. sura que fueron caracterizados a partir de una poblacion cada una y
en el caso de P. sierra extender la observacion de cortejos a poblaciones del centro
de la peninsula. Asimismo aumentar en general el nimero de observaciones de
cortejo para descartar que la variacion observada pueda deberse a variaciones
individuales y no poblacionales. Describir los cortejos de otras especies dentro del
grupo lapidicina también seria importante si se pretende establecer una genealogia
del grupo basada en rasgos conductuales.
2) Aumentar la cantidad de experimentos entre los linajes mitocondriales de P. sierra
para poder cuantificar el grado de aislamiento entre linajes, de ser posible desde la
fase pre-copulatoria, comparando frecuencia de apareamientos, hasta la fase post-
copulatoria comparando la cantidad de descendencia producida, su viabilidad y su
fertilidad. Igualmente importante sera llevar a cabo estos mismos experimentos con
los tres posibles tipos de cruzas inter-especificas.
3) Generar filogenias a partir de genes nucleares que ayuden corroborar las filogenias
ya disponibles a partir de genes mitocondriales. En estudios de genética poblacional
se deberd extender el muestreo a mas poblaciones de P. atromedia asi como incluir
poblaciones de P. sura. Estos estudios deberan contemplar el uso del mayor niimero
posible de loci.
4) Evaluar y cuantificar la influencia de factores ecoldgicos en la distribucion y
evolucion de P. sierra y sus especies cercanas, P. atromedia 'y P. sura, por ejemplo
mediante la aplicacion de técnicas de prediccion de nicho ecoldgico a estas especies
para obtener un panorama general de las afinidades ecoldgicas de cada una y las
diferencias entre ellas, de forma relativamente rapida y sencilla.
5) Continuar la busqueda de una probable zona hibrida entre P. sierra 'y P. atromedia

(o entre cualquier combinacién de especies), en la cual observar los diferentes
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factores morfologicos, genéticos, etologicos y ecoldgicos interactuando en tiempo
real y en un escenario natural. Este enfoque holistico permitiria desentrafar el
proceso evolutivo de una manera mucho mas profunda que cualquiera de los
anteriores enfoques por separado. La region suroeste de Estados Unidos comprendida
entre los paralelos 34 y 38 latitud norte no ha sido muestreada atin. De existir una
zona hibrida entre P. sierra y P. atromedia, su parte central deberia encontrarse
dentro de esta region.

6) Profundizar en el entendimiento de los mecanismos de dispersion de P. sierra, lo
cual es un aspecto fundamental a considerar para poder explicar como es que se
produce el flujo genético entre poblaciones distantes que se ha encontrado en los
estudios de genética. Se requieren estudios que pongan a prueba las diferentes
hipdtesis que hay sobre posibles estrategias de dispersion y su efecto sobre la

estructuracion genética de las poblaciones de esta especie.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Continua en la pagina siguiente.
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Anexo 1. Fotografias de algunos sitios de muestreo de P. sierra en la peninsula de Baja
California y California, E.U.A. A. Presa de la Buena Mujer (LPZ) B. Arroyo El Mejin
(ENSI) C. Arroyo San Carlos (ENS3) D. Arroyo San Antonio de las Minas (ENS4)
E. Rancho las liebres (ENS5) F. Arroyo las Palomas (TCT) G. San Felipe Creek (SCAI)
H. San Juan Creek (SCA2) I. Descanso Town (SCA3). No se obtuvieron fotografias de los
sitios ENS2, MTY y CCA. Para ver mas informacion de cada sitio de muestreo referirse a
la Tabla I. Las fotografias también se encuentran en el disco compacto con material
complementario.
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Anexo 2. Aparato utilizado para llevar a cabo los experimentos de cortejo. Se muestra el
cilindro de acrilico rodeando el disco de acrilico con el sensor piezoeléctrico, donde se
colocaba un disco de papel filtro (no mostrado) para que interacturaran las arafias. Todo
esto va montado sobre las placas metalicas y la esponja para aislar de vibraciones
ambientales. Ademads estd conectado a un amplificador y una grabadora. Las cdmaras de
video no aparecen en la foto. Referirse a la descripcion detallada del aparato en el texto.
Esta fotografia también se encuentra en el disco compacto con material complementario.
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Anexo 3. Comparacion entre las frecuencias alélicas obtenidas por Correa-Ramirez (2010)
(linea punteada con triangulos) y el presente estudio (linea continua con ciruclos) utilizando
los loci Psier04 (rojo), Psierl7 (gris), Psierl9 (verde), Psier20 (azul) y Psier21 (vino) en el

sitio de muestreo El Novillo.
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Anexo 4. Fotografias de los geles de agarosa de las extracciones de ADN de Pardosa sierra
y P. atromedia de la peninsula de Baja California y California, E.U.A. utilizadas para la
genotipificacion con loci microsatélites del presente estudio. Los individuos etiquetados
como “AEM?” en vino corresponden al sitio ENS1; “ASS” en verde oscuro, a ENS2; “ASC”
en azul, a ENS3; “SAM” en rojo, a ENS4; “ALP” en verde claro, a TCT; “SFC” en marron,
a SCA1; “SJC” en amarillo, a SCA2 y “MTD” en negro, a CCA. Nétese el alto peso
molecular de las extracciones de CCA en comparacion con el degradado en la mayoria de
los ADNs de otros sitios. Esta imagen también se encuentran en el disco compacto con
material complementario para poder visualizarla en un mayor tamafo.



