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Resumen de la tesis que presenta Luz Abril Garduiio Villaseiior como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biologia Ambiental.

Diversidad genética y filogeografia de Phidippus (Araneae: Salticidae) en Baja California, México

Resumen aprobado por:

Dra. Fadia Sara Ceccarelli
Directora de tesis

La filogeografia es una rama de la biogeografia enfocada en la distribucion de los linajes. La Peninsula de
Baja California es una regidn interesante para estos estudios debido a su compleja historia geoldgica y
climatica, sin embargo, hay pocos trabajos enfocados en artropodos para la peninsula. En este trabajo se
usan como modelo de estudio las arafias saltarinas Phidippus para estimar la variacién genética de las
especies presentes en la peninsula y analizar la filogeografia de las especies P. johnsoniy P. phoenix en la
region. Se utilizd el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COl) para los analisis de diversidad
interespecifica, mientras que para los analisis poblacionales se usaron tanto el COl como el gen nuclear
Histona 3-a (H3a). Para ambos propdsitos, se aplicaron métodos estadisticos Bayesianos. Se amplifico el
gen COl de 128 ejemplares colectados en 16 sitios de la Peninsula de Baja California, lograndose identificar
7 especies por medio de vouchers genéticos y se detectaron 4 especies mas que no se lograron identificar,
para un total de 11 especies. Las distancias genéticas parecen coincidir con los parentescos propuestos en
un estudio filogenético anterior, basado en morfologia. Con base en el analisis filogeografico de P. johnsoni
se concluye que en la regidon sélo hay una poblacidn, pues no hubo estructuracién para ninguno de los dos
genes analizados. En el caso de P. phoenix, se detectaron 3 poblaciones a través del gen COI al Norte,
Centro y Sur, sin embargo, las poblaciones Centro-Sur tienen indices de fijacidn bajos. Esto puede indicar
gue hay divergencia reciente o que es una poblacién con flujo génico. Se estimd que de la poblaciéon Norte
divergieron las poblaciones Centro-Sur hace 60 mil afios (Ka), mientras que las ultimas dos, hace 30 Ka.
Esto coincide con el periodo de la Gltima glaciacion (hace 100 -10 Ka), lo cual podria sugerir que hubo
migracion al sur durante este tiempo. Para el gen H3a no se encontrd estructuracion geografica, lo cual
indica que hay un sesgo sexual en la dispersion. Estos resultados implican que hubo migraciones al Sur,
pero que ha habido flujo entre poblaciones por parte de los machos.

Palabras clave: Filogeografia, Phidippus, diversidad genética, cédigo de barras genético, estructura
genética
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Abstract of the thesis presented by Luz Abril Garduiio Villasefior as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology

Genetic diversity and phylogeography of Phidippus (Araneae: Salticidae) in Baja California, Mexico

Abstract approved by:

Dra. Fadia Sara Ceccarelli
Thesis Director

Phylogeography is a branch of biogeography focused on the distribution of lineages. The Baja California
Peninsula is an interesting region for phylogeographic studies due to its complex geologic and climatic
history. However, few studies have been centered around the region’s terrestrial arthropods. This project
uses jumping spiders of the genus Phidippus to estimate the genetic variation between species present in
the Peninsula, as well as the phylogeography of P. johnsoni and P. phoenix in the region. The mitochondrial
gene Cytochrome Oxidase | (COIl) was used to analyze interspecific diversity; as for population analyses,
COl and the nuclear Histone 3-a gene (H3a) were used. Statistical Bayesian methods were applied for all
analyses. The COIl gene was amplified for 128 specimens collected from 16 sites throughout the Baja
California Peninsula. With this gene and with the help of genetic vouchers, 7 species were identified, while
4 more went unidentified, resulting in 11 species for the region. The genetic distances between the species
seem to be congruent with previously proposed phylogenetic relations based on morphology. Based on
the phylogeographic analysis, we conclude that within the region there is one population of P. johnsoni,
due to the lack of geographic structure observed in the analyzed genes. For P. phoenix, three populations
(Northern, Central and Southern) were detected with the mitochondrial gene COI, however the Central-
Southern populations have low fixation indexes. This could indicate recent divergence or reduced gene
flow in what could be considered one population. The Central and Southern populations diverged from
the Northern population around 60 thousand years ago (Ka), while the other two diverged from one
another around 30 Ka. This coincides with the last glacial period (10-100 Ka), which could suggest that
populations migrated south during this time. The nuclear gene H3a had no geographic structure, which
indicates a sexual bias in dispersion, meaning that males have been predominantly responsible for the
gene flow within all populations.

Key words: Phylogeography, Phidippus, genetic diversity, genetic barcode, genetic structure
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Antecedentes

La distribucion actual de los linajes se ha estudiado a través de la filogeografia, rama de la biogeografia
gue ha permitido determinar el impacto que ha tenido la historia geoldgica y climatica sobre la genética
de poblaciones (Avise et al., 1987). La historia regional, acoplada con mecanismos intrinsecos de las
poblaciones, puede promover eventos como la dispersion, la extincidén y la vicarianza, lo cual se evidencia
sobre la genética de poblaciones y puede ser estudiado desde una perspectiva filogeogréfica. Debido a
gue la dispersidn podria ser invocada para explicar esencialmente cualquier distribucién, la filogeografia
se enfoca principalmente en la vicarianza (Sanmartin, 2006). En este sentido, el surgimiento de barreras
geograficas o climaticas es de interés primordial para lograr explicar la divergencia entre poblaciones.
Estos analisis han permitido modelar la distribucién histérica y evaluar el futuro de los linajes, asi como

comprender los procesos que llevaron a la distribucion contemporanea (Hickerson et al., 2010).

Una region particularmente atractiva para biogedgrafos es la peninsula de Baja California. Esto se debe a
su compleja historia geolégica, la cual ha resultado en su aislamiento y ha generado un escenario
interesante para los estudios filogeograficos. A través de los estudios moleculares realizados sobre
distintos organismos como mamiferos, aves, reptiles, artropodos y gasterépodos, se han detectado
patrones concordantes entre los taxa (Riddle et al., 2000; Crews y Hedin, 2006; Gonzalez-Rubio et al.,
2016; Gonzalez-Trujillo et al., 2016; Recuero et al., 2006; Rodriguez-Robles y De Jesus-Escobar, 2000;
Upton y Murphy, 1997).

Lindell et al. (2006) y Riddle et al. (2000) coinciden en que los eventos vicariantes que mejor explican las
estructuras genéticas poblacionales de los organismos en la peninsula son tres transgresiones marinas
ocurridas entre el Plioceno y el Pleistoceno. La primera de ellas ocurriria en el Istmo de La Paz, separando
al cabo del resto de la peninsula. La segunda inundacién atravesaria el ahora Desierto Vizcaino, separando
poblaciones al norte y sur. Finalmente, describen que ocurrié una transgresidn marina provocada por la
expansion del Golfo de California hacia el norte, lo cual separé a poblaciones del oeste y este del Delta del
Rio Colorado. Aunado al surgimiento de barreras fisicas, los cambios climaticos también pueden impactar
la genética de las poblaciones (Hewitt, 2000). En la region se ha registrado que el tltimo periodo glacial
(100- 10 miles de afios (Ka)) ha sido el cambio climatico mas relevante para las dindmicas poblacionales
(Millar & Woolfenden, 2016). Este enfriamiento provocd migraciones de especies que buscaban refugiarse

hacia el centro y sur de la Peninsula de Baja California (Gonzalez-Trujillo et al., 2016).
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Como se menciond, se han realizado varios estudios filogeograficos en la region, sin embargo, ha habido
poco enfoque sobre poblaciones de artrépodos. Para expandir el conocimiento filogeografico de la region,
proponemos a las arafias del género Phidippus (Araneae: Salticidae) para un andlisis filogeogréfico en la
Baja California, las cuales son un grupo arafias saltarinas conformadas por 61 especies (Edwards, 2004,
2020). Este género estd formado por 9 grupos morfoldgicos (octopunctatus, putnami, mystaceus,
insignarius, otiosus, cadinalis, audax, johnsoniy purpuratus), segun la Unica filogenia reconstruida para el
género, para la que se tomaron en cuenta 70 caracteres morfoldgicos informativos (Edwards, 2004). Las
especies de Phidippus se distribuyen en el Nuevo Mundo, particularmente en Norte y Centroamérica. Su
area de distribucidon va desde Alaska hasta Costa Rica, incluyendo Las Bahamas, Las Bermudas y Las Antillas
Mayores, reportandose en una variedad de habitats como desiertos, praderas y bosques (Edwards, 2004;
Guarisco, 2018). En México se encuentran registradas 33 especies de Phidippus, lo cual equivale a un 43%
del total del género. Para la Peninsula de Baja California, Edwards (2004) reporta 7 especies. Debido a que
él también reporta 6 especies mas distribuidas en la regién fronteriza de California en Estados Unidos, es

posible que el nimero total en la Peninsula alcance las 13 especies (Edwards, 2004).

El género Phidippus estd conformado por arafias diurnas que, al igual que otros géneros de Salticidae,
tienen excelente visidon. Phidippus es reconocido por ser uno de los géneros con los individuos mds grandes
de la familia Salticidae, alcanzando los 22 mm en hembras prefiadas (Edwards, 2004). Ademas, es un
género voraz que se alimenta de diferentes artrépodos, razén por la cual es considerado como un
controlador de plagas importante. Por estas razones, es un género atractivo para ser estudiado, aunque
indiscutiblemente la especie mas estudiada es P. johnsoni, de la cual se ha descrito ampliamente su
comportamiento y ecologia (i.e. Jackson, 1977, 1978, 1979, 1980, 1981, 2016). P. johnsoni es la especie
gue se encuentra en una mayor variedad de habitats, desde lo costero hasta las sierras, pasando por
altiplanos y chaparrales y llegando a alturas de 3,600 m (Edwards, 2004). La especie ha sido encontrada al
noroeste de México, al centro y oeste de los Estados Unidos Americanos, y al suroeste de Canada. Debido
a su abundancia se considera que P. johnsoni representa un excelente modelo bioldgico para explorar
patrones evolutivos. Ademas de ésta, P. phoenix resulté ser abundante en la Peninsula de Baja California,
especie que recientemente fue descrita por Edwards (2004). Su distribucion se restringe a Arizona y
California, Estados Unidos Americanos y Baja California, México, lo que la convierte en una especie de

desierto (Edwards, 2004).

Se ha propuesto la utilizacion del gen Citocromo Oxidasa | (COl), como un cédigo de barras genético

universal para identificar especies dentro del reino animal, convirtiéndolo en el gen mas ampliamente
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utilizado para este fin (Hebert et al., 2003; Pentinsaari et al., 2016). A pesar de los beneficios de COI, se
debe utilizar con cautela pues se ha reportado que no funciona de manera universal como se esperaba
inicialmente. En particular, en Salticidae se ha reportado que dentro de la subfamilia Dendryphantinae el
gen COl entra en conflicto con resultados basados en otros genes y morfologia al intentar reconstruir una
filogenia (Hedin & Maddison, 2001). Sin embargo, también se ha encontrado que para Salticidae el gen
funciona para estudios a niveles inferiores a género, como genética poblacional, filogeografia e
identificacion de especies (Arnedo & Gillespie, 2006; Ceccarelli & Crozier, 2007; Vink, Dupérré, &
McQuillan, 2011), acompafiado de genes nucleares como Histona 3 ( Agnarsson, Lequier, & Kuntner, 2016;

Bartoleti, Peres, Fontes, da Silca, & Solferini, 2018; Opatova & Arnedo, 2014).

El presente trabajo se enfoca en investigar a las especies de Phidippus en Baja California a través
herramientas moleculares en dos etapas: 1) la secuenciacion del cédigo de barras genético (basado en el
gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1) de todos los individuos muestreados, la cual revelara el nimero de
especies presentes en Baja California y la diversidad genética entre las mismas y 2) un analisis
filogeografico molecular de las especies Phidippus johnsoni y P. phoenix, agregando a los datos
mitocondriales el gen nuclear, Histona 3 a (H3a). Por medio de ello, se aportara al conocimiento de la
diversidad genética del género y el impacto que ha tenido la historia regional de la peninsula sobre la

distribucién de los linajes.

1.2 Justificacion

En Baja California hay pocos los estudios genéticos y filogeograficos enfocados en artrépodos terrestres.
Sin embargo, estos organismos pueden arrojar informacién de extrema relevancia debido a que
representan a la mayoria de formas de vida en el planeta, con alrededor de 1.02 millones especies
descritas, originandose de un ancestro comun hace aproximadamente 500 millones de afios (Giribet y
Edgecombe, 2019; Budd y Telford, 2009). Su gran riqueza y antigliedad implica que estén extensa e
intimamente involucrados en procesos naturales que ocurren en todos los ecosistemas alrededor del
planeta. Su gran representatividad, tanto en tiempo y espacio, también implica que a nivel molecular

puede encontrarse impresa gran parte de la historia de la Tierra.

Dentro de los artrépodos se encuentran las araias, las cuales se proponen como organismos idoneos para

el estudios de diversidad y filogeografia por su abundancia, diversidad y ubicuidad (New, 1999; Botham et



4
al., 2020). Este estudio nos permitirda entender cdmo el ambiente impacta a las poblaciones de arafias,
particularmente sobre los efectos vicariantes que pueden tener los mismos eventos ambientales sobre
especies filogenéticamente cercanas, pero con distintas distribuciones. También aportard una
caracterizacién genéticamente preliminar de las especies del género, cimientos para futuras

investigaciones.

1.3 Hipoétesis
Hipotesis:

e Las distancias genéticas del gen COl entre las especies de Phidippus en Baja California seran
congruentes con los parentescos propuestos con base en la morfologia.

e Ladistribucidn de los linajes de P. johnsoniy P. phoenix en Baja California ha sido moldeada por
barreras geograficas y climaticas con efecto vicariante.

Prediccion:

e Las especies con menor distancia genética entre si, serdn las mas cercanamente emparentadas
en la filogenia propuesta para el género basada en morfologia.

e Loslinajes de P. johnsoniy P. phoenix reflejaran distribuciones y grados de divergencia
congruentes a la aparicion histérica de barreras geograficas y climaticas de la region.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

® Analizar la diversidad genética interespecifica de Phidippus y la filogeografia de P. johnsoniy P.

phoenix en la peninsula de Baja California.



1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar el nimero de especies de Phidippus presentes en Baja California e identificarlas por

medio del cddigo de barras genético (COI).

e Determinar la variacidn genética interespecifica por medio del cddigo de barras genético.

o Identificar los linajes de Phidippus johnsoniy P. phoenix vy su distribucion en la peninsula.

e Estimar los tiempos de divergencia de los linajes de P. johnsoniy de P. phoenix para determinar si
existen eventos de divergencia entre poblaciones, congruentes con la aparicion de barreras geo-

climaticas.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio

Los sitios de muestreo se distribuyen en la peninsula de Baja California la cual cuenta con una longitud de
1250 km, entre los paralelos 32° N y 22° N. Se visitaron distintos hdbitats como chaparral, oasis, costas, y
zonas rurales altamente impactadas. En la figura 1., se observan los puntos en los cuales se colectaron

ejemplares.

Valle de Guad
e de Gua ﬂl\lp%.é
Ensenaaa io

N

.}&‘

300 = L San Agustin )
3 ‘fanQ onio 2

\'\ b @ taC[ati'ina \\
\/3 ‘-\\‘ farr. K"za\r\ﬁlﬁ:ardena;“??\\[
"‘ N PR
R | \\ i \

- N { 3
0 Bl
! l\ Sl
0 100 200 km b @ " |
‘I‘w\ Jizcaino \\@ ° !
N
V\\fﬂg{\ R\
).\\ \ ]
b {

25°

%
'\
3
il‘a Magdalena )
(
t

N Y
S
NN

Figura 1. Mapa de Baja California con los sitios de colecta de Phidippus marcados con puntos rojos. Fuente: Elaboracion
personal.

2.2 Muestreo y uso ejemplares

El muestreo se realizé de manera manual, buscando bajo piedras, en el piso y entre vegetacién xerdfila,

siendo que Phidippus prefiere estos sitios. Una vez que se localizaba un individuo, se metia en un tubo tipo



7
falcon o un envase similar. Los ejemplares se mantuvieron en alcohol al 96%, a temperaturas de -18° C,

con el fin de preservar su ADN.

Se mantiene registro fotografico de todos los ejemplares utilizados. Las fotografias se tomaron por medio
de un estereoscopio perteneciente al Museo de Artrépodos de Baja California. Las tomas incluyen vistas
dorsales de cuerpo entero, frontales y de los genitales para corroborar a través de caracteres morfolégicos
las identificaciones basadas en el gen del cddigo de barras. A algunos ejemplares también se les fotografié
con camaras digitales antes de sacrificarlos para registrar caracteres morfolégicos a mayor detalle y sin

haber sido expuestos al alcohol.

Se utilizé tejido procedente del prosoma vy las patas de las araifas para realizar la extraccién de ADN,
mientras que el opistosoma se preservo en alcohol en congelador. Ademas, en caso de tratarse de machos

adultos, se guardaron sus pedipalpos como referencia taxondémica.

2.3 Muestras genéticas

Se extrajo ADN exitosamente de 125 muestras con el DNeasy Blood & Tissue Kit by Qiagen, siguiendo el
protocolo de fabrica para tejidos animales. A estas muestras se les realizd6 Reacciones en Cadena
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) al gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl) para llevar a cabo
una identificacién genética por medio de vouchers otorgados por la candidata a Ph.D. Guerro Fuentes por
el Instituto de Biologia de la UNAM (Tabla 1; Figura 2). También se utilizo este gen para los analisis de

divergencia inter e intraespecifica, asi como los andlisis poblacionales.

Tabla 1. Mezcla utilizada para el PCR de los genes Citocromo Oxidasa | e Histona 3-a. Las cantidades se describen en
microlitros.

Reactivo Primer Primer dNTP  MgCl2 H20 Buffer Taq ADN
Reverso Delante Polimerasa
Cantidad 1 1 0.5 2 12.3 5 0.2 3

(ut)
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Ademas del gen COI, se amplificé el gen Histona 3-a (H3a) de ejemplares identificados como P. johnsoni

(38) y P. phoenix (31) (Tabla 1; Figura 2).Se utilizé el protocolo propuesto por el Centro Canadiense para

Barcoding del ADN (CCDB por sus siglas en inglés; Ilvanova & Grainger, 2007) para el PCR. En la Tabla 2, se

muestran los cebadores utilizados para cada gen. Finalmente, los productos de PCR fueron enviados a

laboratorios Macrogen, Inc., para su secuenciacion.

4 0 6*’ v,
’(/& 6\9 (/ & e 'VS/O k//‘,
4(/? 7 7 A*/ /7)’
4 ¢, Sy, 7 4,
A) » X350 :
Inicial: 95 °C 48 °C 72°C 72°C 4°C
5 min 45 seg 1:15 min 10 min
95 °C
30 seg
Inicial: 94 °C 48 °C 727G 7276 4°C
5 min 30 seg 45 seg 10 min
95°C
30 seg

Figura 2. Programa de termociclador para Reaccién en Cadena Polimerasa (PCR) de A) Citocromo Oxidasa | en verde;

B) Histona 3 en azul

Tabla 2. Cebadores utilizados para los PCR de los genes H3a y COI

Nombres Delante Reverso Referencia
H3aF x (Colgan et al.,
5" ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC 3’ 5’ ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC 3’
H3aR 1998)

LCO1490 x 5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO2198 3

5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
3[

(Folmer, Black,
Hoeh, Lutz, &
Vrijenhoek,

1994)




2.4 Analisis de datos

Las secuencias crudas se editaron mediante Sequencher version 5.4.6, DNA sequence analysis software
(2018), Pregap y Gap 4 de Staden Package (Bonfield, Smith y Staden, 1995). Primeramente, se eliminaron
los extremos de mala calidad, lo cual se consideré como todo aquello anterior a las primeras 10 bases
continuas con resolucidon >25% y posterior a las ultimas 10 bases con dicho porcentaje de resolucidn,
incluyendo a las secuencias cebadores. Cuando el ruido de las secuencias era demasiado alto se realizd
una edicién manual con estandares de calidad apropiados a cada caso y se desecharon secuencias
extremadamente contaminadas. Finalmente, se ensamblaron los contigs de las secuencias forward y

reverse.

El alineamiento se hizo por medio de TranslatorX (Abascal F, Zardoya R, 2010). Para la reconstruccién
genealdgica utilizada para determinar las especies de Phidippus se utilizaron métodos Bayesianos,
comenzando por la identificacién de los mejores modelos de evolucién molecular por posicidon dentro de
los codones con PartitionFinder (Tabla 2; Lanfear et al., 2016). Para la reconstruccidon genealdgica del
género se utilizé el gen COIl y se realizaron 2 corridas de 4 cadenas Markovianas por 10 millones de
generaciones, tomando un arbol por cada 1000 generaciones en MrBayes versién 3.2.6 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001; F Ronquist & Huelsenbeck, 2003; Fredrik Ronquist et al., 2012). El arbol genealdgico
resultante (un arbol consenso de los arboles con un burn-in del 25%) se edité con FigTree 1.4.4 (Rambaut,
2007). Este mismo procedimiento se utilizd para construir un arbol genealdgico con las secuencias COl de
los especimenes voucher. De esta manera, se logré identificar genéticamente a la mayoria de los
individuos colectados. Por medio de MEGA X (Kumar et al., 2018), se analizé la distancia-P entre y dentro

de las especies.

Para comparar distancias genéticas con distancias morfoldgicas, se contabilizaron los nodos que hubiera
entre especies en el cladograma basado en morfologia de Edwards (2004). Para evitar sesgo en el nimero
de nodos que pudiera generarse por tener grupos morfolégicos con mayor diversidad que otros, sélo se
tomé en cuenta el nimero de nodos entre grupos y no dentro de ellos. Para especies pertenecientes al
mismo grupo morfoldgico, se considerd un nodo de distancia. Se construyd una grafica de dispersidn con
R project para analizar la relacion entre las distancias filogenéticas morfoldgicas propuestas por Edwards
(2004) y las distancias genéticas de COI de las especies muestreadas en BC. Se excluyeron las especies que

no han podido ser identificadas por vouchers ni por guias dicotémicas.
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Tabla 3. Modelos de evolucidn molecular de Citocromo Oxidasa | (COI) por posicién dentro de los codones,
determinado por PartitionFinder.

Primera posicion  Segunda posicion  Tercera posicion

Nst 6 1 2
Rates Gamma Propinv Gamma
Modelo TRN+G F81+l HKY+G

Para los analisis de las poblaciones de P. johnsoniy P. phoenix, la matriz del fragmento H3a fue sujeta a un
algoritmo de phase en DNAsp v. 6 (Rozas et al., 2019), para separar los alelos, corriendo 1000 iteraciones
de MCMC con un 10% de burnin. Se utilizaron los ajustes por defecto del modelo de recombinacién, al no
contar con informacidn previa. También se buscaron posibles sitios de recombinacién, para utilizar el
fragmento mas largo, libre de recombinacién, del H3a. Para calcular el valor que mejor ajustara a la

cantidad de poblaciones (K) de cada especie, se utilizo el software STRUCTURE.

Se corrieron 3 cadenas Markovianas por 5,000 iteraciones con un burn-in de 500 con las secuencias de COI
y H3a de manera conjunta, asi como por separado, esto para determinar si habia diferencias en la
estructuracion de los genes. Los resultados se subieron a Structure Harvester (Dent & vonHoldt, 2012), en
donde se calculé AK. Se verificé que este valor tuviera congruencia geografica para asegurar las diferentes

composiciones fueran derivado de una divisién entre poblaciones.

Basado en los valores de K, se realizaron calculos de Fst con DNAsp 6 (Rozas et al., 2019), asi como analisis
de haplotipos (COI) y alelos (H3a). La reconstruccidon de las redes de cada gen se hizo por medio del modelo
Median-Joining de Network Software (Bandelt, Forster, & Rohl, 1999; Bandelt, Forster, Sykes, & Richards,
1995; Forster & Forster, 2021; Forster, Torroni, Renfrew, & Rohl, 2001).

Para el andlisis genealdgico de las poblaciones y para aproximar las edades de divergencia entre las
poblaciones, se usé la paqueteria bioinformatica de *BEAST v 1.10.4 (Suchard et al., 2018), comenzando
con BEAUTI para crear archivos de entrada legibles para BEAST, en donde se incluyeran las secuencias, sus
asignaciones poblacionales, los modelos de evolucién molecular de los dos genes y la tasa de sustitucion
del gen COI (distribucion a priori normal, X=0.0112, o= 0.001), obtenida de estudios previos (Bidegaray-
batista & Arnedo, 2011).
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Se corrié el andlisis de BEAST tres veces con la misma configuracién para asegurar que los valores de
verosimilitud de todas las corridas fueran similares. Los resultados de los tres analisis fueron combinados
por medio de LogCombiner y los pardmetros de los resultados de BEAST fueron revisados mediante Tracer
v 1.7.2 (Rambaut, Drummond, Xie, Baele, & Suchard, 2018). Finalmente, el mejor arbol se seleccioné con

TreeAnotator y se visualizd y editd con FigTree.

Las secuencias del gen COIl serdn sometidas a bases de datos dedicadas al proyecto de cédigo de barras

genético, como el BOLD y las secuencias del COl y del H3a se depositaran en GenBank del NCBI.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Identificacion y distancia genética entre especies

Se colectaron 155 ejemplares de Phidippus de 16 sitios a lo largo de la peninsula de Baja California. Se
logré amplificar el gen COI de 128 ejemplares que en el drbol genealdgico agruparon en 11 posibles
especies, de los cuales se identificaron siete, sea con morfologia, o comparando las secuencias generadas
aqui, con secuencias de los vouchers (Guerrero Fuentes, manuscrito no publicado). Las especies
identificadas son P. adumbratus, P. boei, P. californicus, P. johnonsi, P. nikites, P. phoenix, P. octopunctatus
(Fig. 2). Actualmente, se esta trabajando la morfologia de las especies que no se lograron identificar
mediante vouchers genéticos para confirmar sus estatus como especies (Hernandez Salgado et al.,

manuscrito no publicado.).

La distancia genética (distancia P) entre especies es en promedio 0.059 (sd= +£0.024), aunque destaca P.
octopunctatus por presentar distancias mayores comparada con las demas especies (0.09; sd= +0.007)
(Tabla 3). También son interesantes las especies que aun no logran identificarse (sp. 1-4), ya que presentan
distancias muy bajas entre si y con P. phoenix, P. boei y P. adumbratus. Estas Ultimas tres especies
pertenecen a la misma agrupacién morfoldgica, llamado grupo insignarius, propuesto por Edwards (2004).
Es el Unico grupo morfoldgico del cual se encontré mds de una especie y dentro del cual las especies
presentan una divergencia evolutiva promedio de 0.038 (sd= +0.005) entre si. Al graficar la distancia
genética de COl contra la distancia morfoldgica, se obtiene una relacién proporcional entre ambas con una

pendiente de 0.06 (r?=0.5; valor P= 0.0003) (Fig. 4).
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Figura 3. Arbol genealdgico Bayesiano con 112 secuencias COI de Phidippus spp. En los nodos se indica el valor de probabilidad posterior.
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Tabla 4. Estimaciones de variacion intraespecifica y divergencia evolutiva (distancias P) interespecificas. * indica los
valores mas altos; "indica los valores mas bajos

[oe]

Num. de Intra- P. P. P. P. P.

Especie individuos especifica johnsoni phoenix californicus octopunctatus nikites Sp.4 Sp.3 P.boei Sp.1 Sp.2
P. johnsoni 49 0.008 -
P. phoenix 34 0.004 0.074
P. californicus 5 0.0062 0.060 0.079
P. 2 0
octopunctatus 0.090*  0.098* 0.073
P. nikites 6 0.01 0.074 0.065 0.078 0.094*

Sp. 4 2 0.0031 0.077 0.028" 0.077 0.093* 0.058
Sp.3 5 0.004 0.076 0.030° 0.067 0.094* 0.063 0.018"
P. boei 7 0 0.085 0.030" 0.086 0.101* 0.070 0.015" 0.029°
Sp. 1 6 0.0015 0.063 0.039" 0.064 0.086 0.059 0.028" 0.032" 0.036"
Sp. 2 1 - 0.074 0.040" 0.071 0.090* 0.058 0.029" 0.032" 0.038" 0.028"
P. adumbratus 5 0.0067 0.079 0.043" 0.085 0.097* 0.061 0.031" 0.037" 0.041" 0.039" 0.044"
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Figura 4. Relacion entre la distancia genética encontrada en el gen COI entre especies y la distancia morfoldgica
segun la filogenia de Edwards (2004). El eje X muestra el nimero de nodos entre especies en el cladograma, mientras
que el eje Y muestra la distancia-P.
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3.2 Analisis poblacional de P. johnsoni

Se amplificaron los genes H3a y COI de 38 ejemplares de P. johnsoni colectados en 5 sitios dentro del
municipio de Ensenada (Fig. 4). Con estas secuencias se estimé que AK= 2 (Fig. 5) y los valores de likelihood
y su varianza infirieron la misma cantidad de K. Sin embargo, no se encontré congruencia entre la
distribucién geografica y la caracterizacion genética de los individuos (Fig. 6). Dado esto, no fue posible

continuar con analisis de divergencia poblacional y se considera que en toda la regidn hay flujo génico.

Figura 5. A) Mapa de Baja California con los sitios de muestreo de P. johnsoni indicados por circulos rojos con el
numero de ejemplares colectados indicados dentro de los circulos. B) Mapa de los sitios en los que se ha registrado
presencia de P. johnsoni: Tomado de Edwards (2004).
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Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
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Figura 6. Grafica del valor de AK para P. johnsoni arrojado por Structure Harvester.
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Figura 7. Diagrama obtenido del analisis de aproximacién del nimero de poblaciones. Las lineas verticales
representan a cada individuo. En cada linea vertical, la longitud de los colores indican la proporcidn en la que cada
individuo pertenece a cada K inferida por Structure (K= 2). Los individuos se separan por localidad de colecta; 1:
Punta Colonet; 2: Ensenada; 3: Valle de Guadalupe; 4: Ojos Negros; 5: Playa San Miguel. Cada panel representa los
resultados de iteracion en Structure.
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Se construyd una red de haplotipos y una red de alelos para gen el COl y H3a, respectivamente. Por medio

de éstas se identificaron 20 haplotipos de COIl, equivalente a una diversidad haplotipica de 0.8754,

mientras que para H3a se encontraron 74 alelos que representan una diversidad alélica de 0.9993 (Tabla

4). Ninguna de las redes muestra estructura geografica, lo cual es congruente con un flujo génico alto en

la regién (Fig. 7).
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Figura 8. Redes de P. johnsoni. A) Red de haplotipos del gen COI; B) Red de alelos del gen H3a. Cada nodo representa
un haplotipo o un alelo, respectivamente. El tamafio de cada nodo es proporcional al nimero de individuos que lo

conforman. Las pequefias lineas que atraviesan las ramas representan una mutacion.

La distancia Tamura-Nei del gen H3a fue de 0.003, mientras que su diversidad nucleotidica fue de 0.024.
Por otro lado, la distancia Tamura-Nei de COIl fue mds alta, 0.009, mientras que su diversidad nucleotidica

fue de 0.0078 (Tabla 4).

Tabla 5. Estimaciones de diversidad de los genes H3a y COIl de P. johnsoni.

Longitud Sitios Diversidad Distancia Diversidad
variables haplotipica/ Tamura-Nei nucleotidica
(S) alélica (Pi)
H3a 356 pb 33 0.99 0.003 0.024
COl 657 pb 32 0.87 0.009 0.0078
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3.3 Andlisis poblacional de P. phoenix
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Figura 9. A) Mapa de Baja California con los sitios de muestreo de P. phoenix. Los nimeros dentro de los circulos

rojos representan la cantidad de ejemplares colectados. B) Mapa de los sitios en los que se ha registrado presencia
de P. phoenix: Tomado de Edwards (2004).

Se recolectaron 30 individuos de la especie P. phoenix en tres sitios distintos del Noroeste de la Peninsula
(Fig. 8), a partir de los cuales se calculd el valor de AK=3, con estimaciones basadas en los genes COl y H3a
de manera conjunta. Este valor tuvo congruencia geografica (Fig. 9), por lo que se continud con el analisis
de la divergencia poblacional considerando a Ensenada, Punta Colonet y Santa Catarina para una

reconstruccion filogenética de los individuos en la region.

La reconstruccion filogenética estima una divergencia entre Ensenada y las poblaciones surefias de Santa
Catarina y Punta Colonet dada hace 60 Ka (intervalo de confianza al 95%: 27 Ka - 114 Ka; Probabilidad
posterior= 1). Las poblaciones surefias tienen una divergencia entre si estimada de 30 Ka (intervalo de
confianza al 95%: 800 afos - 63 Ka; Probabilidad posterior= 0.88) (Fig. 10). El indice de fijacion de
poblaciones se calculd para cada gen por separado, con los cuales se estimaron valores mas altos para el
gen COIl, que ademas eran congruentes con el andlisis filogenético (Tabla 5). Por su parte, el gen H3a

mostré tener menor estructuracion geografica.
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Se detectaron 12 haplotipos de COIl, equivalente a una diversidad haplotipica de 0.84, y 27 alelos del gen
H3a, de diversidad alélica 0.09. Las redes de COl muestran algunos individuos migrantes de Ensenada en
Punta Colonet y viceversa, mientras que los haplotipos de Santa Catarina se encuentran cercanos a los de

Punta Colonet.
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Figura 10. Diagrama obtenido del andlisis de aproximacion del nimero de poblaciones presentes. Las lineas verticales
representan a cada individuo. En cada linea vertical, la longitud de los colores indican la proporcién en la que cada
individuo pertenece a cada K inferida por Structure (K= 3). Los individuos se separan por localidad de colecta; 1:
Ensenada; 2: Santa Catarina; 3: Punta Colonet. Cada panel representa los resultados de iteracion en Structure.

Tabla 6. Estimacion del indice de fijacion entre tres poblaciones de P. phoenix para cada gen

Poblacion 1 Poblacion 2 Fst-COl  Fst-H3a
Ensenada (Norte) Punta Colonet (Centro) 0.39 0.23
Ensenada (Norte) Santa Catarina (Sur) 0.39 0.042

Punta Colonet (Centro) Santa Catarina (Sur) 0.0 0.34
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Figura 11. Arbol genealégico de las tres poblaciones de P. Phoenix obtenido en *BEAST con edades de nodos
estimadas. Los valores en los nodos indican probabilidad posterior. Las barras en los nodos representan intervalos

de confianza al 95%.
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Figura 12. Redes de P. phoenix. A) Red de haplotipos del gen COI; B) Red de alelos del gen H3a. Cada nodo representa
un haplotipo o un alelo, respectivamente. El tamafio de cada nodo es proporcional al nimero de individuos que lo
conforman. Las pequefias lineas que atraviesan las ramas simbolizan una mutacién. Los colores de los nodos

representan del origen de los individuos
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La distancia Tamura-Nei del gen H3a fue de 0.007, su diversidad nucleotidica de 0.02. Las secuencias del

gen COIl tienen una distancia menor, de 0.0043 y con una diversidad nucleotidica de 0.0039.

Tabla 7. Estimaciones de diversidad para los genes H3a y COI de P. phoenix

Sitios Diversidad Distancia Diversidad
Longitud variables haplotipica/ . nucleotidica
. - Tamura-Nei .
(Si) alélica (P1)
H3a 363 pb 31 0.9 0.007 0.02

COl 657 pb 14 0.84 0.0043 0.0039
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Capitulo 4. Discusion

De las 60 especies de Phidippus, ordenadas en 9 grupos morfolédgicos por Edwards (2004), en este estudio
se encontraron, por medio del andlisis genético, 11 especies potenciales pertenecientes a seis de los
grupos morfoldgicos. La regidon con mayor cantidad de especies de Phidippus son las Grandes Planicies de
Estados Unidos (24 especies; 8 grupos), y en contraste, la region con menor cantidad de especies del
género son los Bosques Tropicales Himedos de Florida, Yucatan y el Caribe (6 especies; 5 grupos)
(Edwards, 2004). Considerando esto, la Peninsula de Baja California tiene una representatividad

intermedia.

Bajo el analisis del género Phidippus, se encontraron similitudes entre el arbol genealdgico construido y la
propuesta sistematica de Edwards (2004). Es importante aclarar que no se puede esperar una topologia
idéntica entre ambos arboles, ya que el arbol morfolégico cuenta con la totalidad de las especies de
Phidippus conocidas para ese momento (60), mientras que el presentado aqui sélo incluye las regionales
(11), ademas de que se basan en caracteres muy diferentes. Tomando esto en cuenta, se analizé si las

distancias genéticas encontradas entre las especies coincidian con su distancia morfoldgica.

Al graficar la distancia morfoldgica con la distancia genética, se encuentra una relacién proporcional entre
ambas variables (Fig.4). Edwards (2004), propone a P. octopunctatus como una especie basal a las demas
del género, lo cual coincide con el arbol genealdgico presentado en los resultados (Fig. 2). También es la
especie con mayor distancia genética en analisis pareados contra las demds especies, con un promedio de
0.092 (sd=+ 0.008), mientras que el valor promedio entre especies de diferentes grupos morfoldgicos era
0.059 (sd= * 0.024). Por otra parte, las especies pertenecientes al grupo insignarius tienen distancias
menores entre si, que con otras especies, con un promedio de 0.038 (sd= * 0.005). La relacién entre
filogenia morfoldgica y distancia genética de COI no sigue un modelo lineal sensu stricto, sin embargo se

puede observar que entre los datos disponibles al momento existe congruencia entre ambos.
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Como se menciond, hay tres especies potenciales que no se han logrado identificar, sin embargo es
interesante que en la reconstruccién genealdgica son cercanas a los miembros del grupo insignarius,
coincidiendo con que sus distancias genéticas pareadas con las especies del grupo son considerablemente
mas bajas que con el resto de especies (Tabla 3). Esto indica que los ejemplares no identificados
probablemente pertenecen al grupo insignarius. Tomando en cuenta la distribucién de las especies, se
podrian sugerir como candidatos a P. carneus y P. tyrelli. Esto puede ayudar a dirigir la identificacidn, sin
embargo, siempre existe la posibilidad de que sean otras especies, lo que podria significar que, 1) se debe

de reconsiderar la conformacion de los grupos propuestos por Edwards (2004) o 2) son especies nuevas.

En cuanto a los andlisis poblacionales de P. johnsoni, hay evidencia de alto flujo génico que evita el
aislamiento y divergencia entre las localidades incluidas en el muestreo. Por otro lado, el analisis
poblacional de P. phoenix detectd tres poblaciones, las cuales, para fines de este trabajo, se pueden
considerar como Norte, Centro y Sur. Los analisis de los indices de fijacién de cada gen revelan que COl es
responsable de la estructuracién observada, mientras que H3a no es congruente geograficamente (Tabla
6). A pesar de esto, los resultados de BEAST indican que las arafias de la poblacidon Norte divergieron las
poblaciones Centro y Sur de un ultimo ancestro comun hace aproximadamente 60 Ka. Esto coincide con
el ultimo periodo glacial (100- 10 Ka), evento climatico que provocaria la migracidon de poblaciones hacia
menores latitudes para refugiarse del frio. Se ha encontrado que durante los maximos glaciales, otros
artrépodos de la Peninsula de Baja California migraron hacia el centro y sur de la region (Gonzalez-Trujillo

et al., 2016).

Por otra parte, las poblaciones Centro y Sur divergieron hace aproximadamente 30 Ka, sin embargo, el
valor posterior podria considerarse bajo (0.88), mientras que la edad minima de divergencia segun el
intervalo de confianza del 95% es de hace 800 afios y el indice de fijacion entre estas poblaciones es Fst-

COI= 0 (como se menciond anteriormente, H3a no muestra congruencia geografica). Estos datos podrian
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indicar que son poblaciones en proceso de divergencia o que son dos poblaciones con alto flujo génico, lo

cual se refleja en el valor del indice de fijacién.

Ademas de estos resultados, P. phoenix mostrd estructuracion geografica para el gen COl, pero no para el
gen nuclear H3a. El gen COI es heredado matrilinealmente y el gen H3a es heredado bi-parentalmente,
por lo que los resultados indicarian que hay sesgo sexual en la dispersidn. Es decir, en este caso las hembras
son filopatricas, mientras que los machos son responsables del flujo génico entre poblaciones. Para evaluar
esta posibilidad desde un punto de vista etoldgico, se pueden utilizar las observaciones en Phidippus
johnsoni cuyas hembras generalmente se encuentran dentro de sus nidos, mientras que los machos y
juveniles pasan mayor tiempo forrajeando (Jackson, 1979). Aunque las diferencias etoldgicas entre sexos
se reportaron para P. johnsoni, es probable que P. phoenix comparta este comportamiento, lo cual se
respaldaria con los resultados genética. Es importante sefialar que todos los haplotipos considerados como
migrantes en el estudio pertenecian a individuos machos, lo cual también es consistente con la explicacion

dada.

Tomando en cuenta este sesgo entre sexos, hay dos posibles escenarios. El primero de ellos seria que por
los cambios climaticos, la especie migré hacia el sur y al término de la udltima glaciacion, los machos
retomaron el flujo entre las poblaciones. La segunda posibilidad es que la especie migrara hacia el sur de
la peninsula -por expansién demografica- y que las hembras se asentaran en sus poblaciones, generando
divergencia por distancia, mientras que los machos siempre mantuvieron flujo génico entre ellas. Como
menciona (Lindell et al., 2006), con el suficiente tiempo el mtDNA puede mostrar divergencia por su
naturaleza matrilineal, sin necesidad de eventos vicariantes y aln con flujo del nDNA. Otras explicaciones
podrian estar relacionadas a diferencias en las tasas evolutivas entre hembras y machos (Crews & Hedin,

2006).
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Al comparar los resultados de cada especie, es evidente que difieren. Por un lado, P. johnsoni no mostré
estructuracion geogrdfica en ninguno de los genes analizados, mientras que P. phoenix mostrd
estructuracion para el gen COIl. Estas diferencias pueden relacionarse con las distribuciones de cada
especie, ya que los ejemplares muestreados de P. phoenix se encontraron al centro de la distribucién de
la especie —la cual es mas restringida que la de P. johnsoni (Fig. 8). Por otro lado, los ejemplares
muestreados de P. johnsoni, se encontraron en lo que seria el limite suroeste de su amplia distribucién
(Fig. 4). Existen varias hipdtesis para explicar las diferencias entre los limites y los centros de los rangos de
distribucién, como la hipétesis del centro abundante, la acumulacién de carga mutacional y la cercania a
refugios (Willi & Van Buskirk, 2019). Sin embargo, para poner a prueba alguna de estas hipdtesis, es
necesario obtener individuos de otros sitios dentro de los rangos de distribucién de las especies, en
particular de P. johnsoni. De esta manera se podria evaluar qué sucedio en sus historias poblacionales que

resultd en estas diferencias.

Una alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica es reflejo de expansién demogréfica
(Mladineo & Poljak, 2014), lo cual se observa para el gen COIl de ambas especies, asi como en sus redes de
haplotipos, las cuales tienen forma de estrella. En el caso de P. phoenix, su red parece estar conformada
por dos estrellas cercanas entre si, una correspondiente a la poblacién Norte y otra a la poblacién Sur, lo

cual es congruente con el analisis poblacional.
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Capitulo 5. Conclusion

La divergencia genética de COl entre las especies que se lograron identificar de Phidippus si fue congruente
con la filogenia basada en morfologia propuesta para el género, pero serd interesante volver a ponerlo a
prueba cuando se tenga una mayor cantidad de muestras genéticas. Es importante recalcar que no se
intenta construir una filogenia de Phidippus basado en COI, sino comparar lo que se encontrd para este
gen con la Unica propuesta filogenética del género (Edwards, 2004). Para futuras investigaciones, las
secuencias obtenidas en este trabajo podran ser utilizadas en conjunto con otros genes e informacion
morfolégica para construir una filogenia concatenada con mayor soporte. También serd importante
analizar a las especies que no lograron identificarse (sp. 1-4), pues se debe esclarecer si también son

congruentes con el arbol de Edwards (2004) o si pueden tener implicaciones en la filogenia del género.

Se encontraron tres poblaciones de P. phoenix genéticamente diferenciadas en el gen mitocondrial COI,
aungque las poblaciones Centro y Sur no tienen reducida diferenciacién entre ellas, comparada con la que
tienen con la poblacién Norte. Con estos resultados, lo mejor seria considerar que hay dos poblaciones
definidas (Norte y Centro-Sur) y continuar realizando muestreos hacia el sur de la peninsula con la
expectativa de esclarecer la historia filogeografica de la regién. Los tiempos de divergencia entre las
poblaciones Norte y Centro-Sur coinciden con el ultimo periodo glacial, lo cual indicaria que si hubo
influencia de barreras climaticas en la distribucién de los linajes. Para corroborar esto, seria importante

obtener datos del nicho fundamental de la especie y modelar su distribucién histdrica.

En cuanto a P. johnsoni no se encontrd estructuracién geografica en ninguno de sus genes. Puesto que el
rango en el que se encontré a esta especie fue reducida comparada a P. phoenix, no es sorpresivo haber
encontrado estos resultados. Debido a esto, para continuar con esta linea de investigacion, seria

importante un aumento en el rango de muestreo hacia el norte pues permitira entender mejor la dindmica
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de esta especie. Ademas, esta informacidn proveera datos para conocer cémo difieren, en términos

genéticos, los bordes y los centros de distribucién de dentro y entre especies de la misma region.
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Anexo 1

Fotografias de algunos ejemplares vivos de las especies utilizadas para el presente estudio.

Figura 13. Fotografias de ejemplares vivos de P. phoenix de Ensenada, Baja California. Arriba: hembra. Abajo: macho.

Figura 14. Fotografias de ejemplar vivo de P. nikites macho vivo colectado en Ojos Negros, Baja California.
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Figura 15. Variedad de fenotipos de P. nikites hembras. Fotografias se tomaron de los ejemplares vivos. Arriba: hembra
de Vizcaino, Baja California Sur; En medio: hembra de Ojos Negros, Baja California; Abajo: Hembra de Ojos Negros,
Baja California.



Figura 16. Ejemplar vivo de P. octopunctatus hembra de Ensenada, Baja California.

Figura 17. Ejemplar vivo de P. johnsoni macho de Ensenada, Baja California.
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