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Resumen de la tesis que presenta Nayeli Escudero Castelan como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en de la Vida con orientacién en Biologia
Ambiental.

Diversidad de Branchinecta (Branchipoda: Anostraca) en las pozas temporales del
norte de Baja California

Resumen aprobado por:
Dra. Maria Clara Arteaga Uribe

Director de Tesis

Las pozas vernales de la region mediterranea son sistemas aislados que pueden estu-
diarse dentro del marco de la biogeografia de islas. La dinamica de sus poblaciones y
la diversidad bioldgica que albergan las convierten en sistemas importantes para evaluar
preguntas evolutivas y dedicar esfuerzos de conservacion. Dentro de los residentes de
las pozas vernales se encuentran los crustaceos del orden Anostraca, quienes produ-
cen quistes de resistencia que les permite soportar temporadas de altas temperaturas
y sequias. Su dispersién es mediada por vectores y puede llegar a ser muy restringi-
da. Particularmente Branchinecta sandiegonensis, es uno de los habitantes endémicos
de la regién. El objetivo fue caracterizar la diversidad taxondémica y describir la variacion
morfolégica del género Branchinecta en las pozas temporales, ademas evaluar la conecti-
vidad y diversidad genética de la especie endémica B. sandiegonensis en la region norte
de Baja California. Se hicieron muestreos en 36 pozas de las Mesas Jesus Maria, El Des-
canso, La Mision y Colonet, y en los Valles Las Palmas y de Guadalupe. Se identificaron
las especies usando claves taxondémicas y se tomaron medidas de varias longitudes del
cuerpo de cada individuo. Se hizo extraccion de ADN de 10 individuos por poza de B.
sandiegonensis y se amplificaron cinco microsatélites nucleares y el gen de Citocromo
Oxidasa | (COl). Se evalu¢ la diversidad y estructura genética en tres escalas geografi-
cas (macro, meso y microescala). Se encontraron 260 individuos de B. sandiegonensis
y 70 de B. lindahli. No se observo diferenciacion morfoldgica dentro de cada especie en
el intervalo de distribucidén geografica del norte de la peninsula. Con relacion a la carac-
terizacién genética se encontré un patron de diversidad genética baja en general, con
mayores niveles de variacion a nivel regional que local. Se encontrd una fuerte estruc-
turacion genética a nivel macroescala con un aislamiento por distancia. Sin embargo, a
meso y microescala hubo poca diferenciacion genética entre las pozas. Estos resultados
sugieren que a nivel regional hay flujo genético restringido, mientras que a nivel local
existe un alto grado de conectividad genética entre mesas y pozas. Se encontrd un solo
linaje mitocondrial y una baja diversidad haplotipica y nucleotidica, asi como haplotipos
unicos restringidos a una region geografica. El cambio acelerado en el uso del suelo en
la region norte de Baja California, pone en riesgo la diversidad genética y morfolégica de
estas especies, que ya presentan niveles bajos y puede llevarse a la extincion local de las
poblaciones. Se requieren esfuerzos de conservacion que permitan preservar las pozas
y las especies que las habitan.

Palabras Clave: B. lindahli, B. sandiegonensis, estructura genética, linaje mitocon-
drial, variacion morfoldgica.



Abstract of the thesis presented by Nayeli Escudero Castelan as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Master in Life Sciences.

Diversity of Branchinecta (Branchiopoda: Anostraca) in the vernal pools from
north of Baja California

Abstract by:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe
Thesis Director

Vernal pools of the Mediterranean region are isolated systems that can be studied th-
rough the island biogeography theory. The dynamics of their population and biodiversity
make them important systems to evaluate evolutionary questions and devote conserva-
tion efforts. Among the residents of the vernal pools, the Anostraca one of the order of
crustaceans is found, they produce resistant cysts to support high temperatures and dry
seasons. Vectors mediate their dispersion and it can be quite restricted. Particularly Bran-
chinecta sandiegonensis is one of the endemic residents of the region. The objective was
to characterize taxonomic diversity and describe the morphological variation of the Bran-
chinecta gender in the vernal pools, in addition, it was evaluated the genetic connectivity
and diversity of B. sandiegonensis in the north of Baja California. Samples were taken
from 36 pools from Jesus Maria, El Descanso, La Misién and Colonet Mesas, and Las
Palmas and Guadalupe Valleys. The species were identified using taxonomic keys for the
order and measure several body lengths were taken of each individual. DNA extraction
was carried out in 10 individuals for each pool for B. sandiegonensis and five nuclear mi-
crosatellites and COI gen were amplified. Genetic diversity and structure were evaluated in
three geographic scales (macroscale, mesoscale, and microscale). It was found 260 indi-
viduals of B. sandiegonensis and 70 of B. lindahli. Morphologic variation was not observed
into each species for the geographic distribution range in the north peninsula. In general,
as for the genetic characterization, a low genetic diversity pattern was found with higher
variation in the regional level than in the local one. A strong genetic structure was found
in macroscale isolated by distance. Nevertheless, in meso and microscale there was low
genetic differentiation among pools. These results suggest that there is restricted genetic
flux in the regional level, while in the local one exists a high degree of genetic connectivity
between Mesas and pools. One mitochondrial lineage was found and low haplotype and
nucleotide diversity, as well as unique restricted haplotypes to a geographic region. The
accelerated changes in the use of lands in the north region of Baja California, puts in risk
the genetic and morphologic diversity of these species, that already exhibit low levels and
may lead to extinction of the local population. Conservation efforts are required to permit
the preservation of the pools and the species that inhabit them.

Keywords: B. lindahli, B. sandiegonensis, genetic structure, mitochondrial linage,
morphological variation.
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Capitulo 1. Introduccion

El planeta que habitamos alberga una amplia biodiversidad, entendiendo este concepto
como la integracion de toda la variabilidad biolégica en diferentes escalas: genes, espe-
cies, ecosistemas y paisajes (Walker, 1992). Esa heterogeneidad bioldgica, es resultado
de fuerzas evolutivas que influyen sobre la variacién genética disponible en determinado
momento y lugar, resultando a corto plazo en un patrdn de estructura genética entre po-
blaciones y a largo plazo en eventos de especiacion (Begon et al., 2006). De manera que
entre mas grande sea la escala el sistema se hace mas complejo en sus interaccionesy a
su vez mantienen su funcionamiento y equilibrio dentro de su ambiente dinamico (Loreau
et al., 2001).

La pérdida de biodiversidad incluye todos los cambios que llevan a la reduccién o sim-
plificacion de la heterogeneidad biol6gica desde individuos hasta regiones resultando en
la pérdida de especies y en la alteracion de los ecosistemas que habitan (Walker, 1992).
Para entender a las fuerzas evolutivas y la diversidad biolégica que observamos sur-
gen disciplinas como la ecologia molecular que da los elementos para realizar estudios
comparativos y de esta manera entender la evolucién de las adaptaciones y la morfologia
(Eguiarte y Souza, 2007), asi como también teorias que permiten explicar los patrones de
diversidad que se observan, tal es el caso de la teoria de biogeografia de Islas (MacArthur
y Wilson, 1963, 1967). La biogeografia de Islas explica qué factores juegan un papel cru-
cial en el equilibrio ecolégico de las islas y por extension de los sistemas aislados (Losos
y Ricklefs, 2010); como es el caso de las pozas vernales presentes en California, EUA y
el norte de Baja California, México (Baskin, 1994). Estos ecosistemas albergan una alta
riqueza de especies, entre las que se encuentran los crustaceos del género Branchinecta
(Simovich, 1996).

El camaron Branchinecta sandiegonensis habita estas pozas y sirve de alimento para
aves y anfibios. Lamentablemente la expansion humana ha comprometido varios de los
sitios donde se forman las pozas, esto debido a practicas de agricultura, ganaderia, transi-
to vehicular y asentamientos humanos, lo que contribuye a la fragmentacion y deterioro
del habitat (Simovich et al., 2013).



1.1. Marco tedrico

1.1.1. Biodiversidad y evolucion

La biodiversidad o diversidad bioldgica engloba todos los niveles de variacion natural, des-
de los moleculares y genéticos (Huston y Huston, 1994) que incluyen la variacion genética
dentro y entre especies, hasta comunidades y paisajes. Intraespecificamente esta varia-
cidn esta distribuida dentro y entre poblaciones, asi como dentro y entre individuos de
una poblacién (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). Continuando con
el nivel de especie, que a su vez va creando los patrones de la naturaleza hasta llegar al
nivel de paisaje (Huston y Huston, 1994). La diversidad genética es necesaria para que
las poblaciones evolucionen y se adapten; en resumen la diversidad genética refleja el

potencial evolutivo de las poblaciones (Frankham et al., 2002).

Se considera como evolucién a todos aquellos cambios que suceden en el material genéti-
co y que son heredados de una generacion a la siguiente (Futuyma, 2005). La evolucion
abarca desde pequenos cambios en las proporciones de las variantes de un gen (ale-
los) dentro de una poblacién, hasta las alteraciones que conducen a la diversificacién de
las especies (Futuyma, 2005). Los mecanismos que moldean la diversidad genética de
las especies, son la mutacion, deriva génica, flujo génico, endogamia y seleccion natural
(Begon et al., 2006).

La mutacién es el mecanismo que lleva a la acumulacion de variacién sobre la que ac-
tuaran las demas fuerzas evolutivas (Futuyma, 2005). Entretanto la seleccion natural y
la deriva génica son los mecanismos mas importantes que causan el cambio en las fre-
cuencias alélicas de las poblaciones (Futuyma, 2005; Eguiarte y Souza, 2007). Por un
lado la seleccidén natural resulta en adaptaciones, que se definen como caracteristicas
que dan una ventaja de supervivencia a los portadores en determinadas circunstancias
(Begon et al., 2006). Mientras que la deriva génica es un cambio al azar en las frecuen-
cias alélicas de generacidn en generacion debida a un error de muestreo, es un proceso
estocastico el cual es imposible de predecir ya que es afectado por elementos aleatorios
(Allendorf y Luikart, 2009).



La deriva génica ocurre en todas las poblaciones naturales y a diferencia de la seleccion
natural, no resulta en adaptaciones, pero si juega un papel importante en la evolucion de
los organismos a nivel genético, ya que por un lado es responsable en gran parte de las
diferencias entre secuencias de ADN de las especies (Futuyma, 2005) y por otro lado se
espera que cause la pérdida diversidad genética principalmente en poblaciones de menor
tamano (Allendorf y Luikart, 2009).

El resultado de la seleccion natural y la deriva, se refleja en la estructura genética entre
las poblaciones (Allendorf y Luikart, 2009). Entre tanto, el flujo genético, por medio del
cual hay movimiento de genes de una poblacién a otra, promueve la homogeneizacion
genética de las poblaciones de la misma especie y las mantiene integradas (Aguirre-
Planter, 2007). La interaccion de las diferentes fuerzas evolutivas resulta en los niveles de
diversidad y estructura genética que se observan actualmente en las poblaciones (Begon
et al., 2006).

Para estimar dicha diversidad genética, se utilizan marcadores moleculares, y dependien-
do del tipo de marcador se infieren historias diferentes, ya que hay marcadores heredados
por via uniparental (mtADN, cpADN) y aquellos heredados biparentalmente (nucADN). La
ecologia molecular y filogeografia se encargan de proveer herramientas y bases teoricas
para entender las interacciones entre mecanismos evolutivos que resultan en los patro-
nes de diversidad que estimamos en la naturaleza (Eguiarte y Souza, 2007; Allendorf y
Luikart, 2009; Losos y Ricklefs, 2010).

1.1.2. Ecologia molecular y filogeografia

La ecologia molecular es una rama de la ecologia donde se usan herramientas mole-
culares para abordar preguntas ecolégicas como lo son la definicion y delimitacion de
las poblaciones y especies, el analisis de poblaciones hibridas, conocer cuales fueron
las especies que dieron origen a las especies actuales y dar elementos para entender
y comparar la evoluciéon de las adaptaciones y la morfologia (Eguiarte y Souza, 2007).
La ecologia molecular a nivel de poblaciones provee las herramientas para definir a las
poblaciones, conocer su historia y parametros evolutivos (Eguiarte y Souza, 2007). Las

herramientas moleculares que son utilizadas principalmente son los marcadores mole-



culares. Un marcador molecular es un simple caracter (locus) heredado con mudltiples
variantes (alelos), que refleja diferencias en las secuencias de ADN (Sunnucks, 2000).
Los marcadores pueden ser del tipo dominante o codominante y se espera que sean
polimorficos (Renteria-Alcantara, 2007). El polimorfismo genético se define como la ocu-
rrencia simultadnea de dos o mas variantes discontinuas o genotipos de una caracteristica

0 gen en la misma poblacién (Kumar et al., 2009).

Dentro de los marcadores nucleares tenemos a los microsatélites que son repeticiones
en tandem muy cortas de nucleétidos (1-6 bases) (Queller et al., 1993). Constituyen una
alta fraccion del ADN no codificante y son relativamente raros en regiones que codifican
para proteinas (Li et al., 2002). Son considerados como marcadores ideales ya que son
faciles de usar, son del tipo codominante y tienen una alta variacion (Queller et al., 1993).
Estos marcadores han sido ampliamente usados principalmente para estudios de varia-
cion genética intra e interespecifica y analisis de linajes (Olsen y Schaal, 2001; Magalon
et al., 2005; Ivors et al., 2006).

Sin embargo, aunque los marcadores moleculares nos permiten dilucidar las historias
evolutivas de las poblaciones, esto no podria suceder sin el soporte tedrico detras sus-
tentado por la genética de poblaciones (Renteria-Alcantara, 2007), que combinado con la
biogeografia dan lugar a la filogeografia (Bermingham y Moritz, 1998). La filogeografia
es una disciplina que estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucion
geogréfica de los linajes genealodgicos, especialmente aquellos dentro y entre especies
cercanamente relacionadas (Avise, 2000). Esta disciplina se ha utilizado ampliamente pa-
ra explicar los patrones historicos y evolutivos entre las poblaciones, asi como para hacer
inferencia de los procesos demograficos historicos (Avise, 2000). Tiene dos vertientes de
enfoque, la primera esta relacionada con la taxonomia y sistematica, y es usada para
obtener informacion acerca de las fronteras y limites entre especies o poblaciones. La
segunda se enfoca en la identificacion de linajes evolutivos y unidades evolutivas signifi-

cativas (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).

Los linajes genealdgicos son evaluados usando secuencias de genes del nacleo, del clo-

roplasto y la mitocondria, dentro de estos Ultimos estan Citocromo Oxidasa |, I, By la



region control (Morrone y Llorente-Bousquets, 2003). Usando algoritmos de parsimonia o
maxima verosimilitud se construyen los arboles genealdgicos que después seran super-
puestos en la distribucion geografica de los organismos para poder interpretar el proceso

evolutivo responsable del origen de los mismos (Morrone y Llorente-Bousquets, 2003).

En conjunto tanto la genética molecular como la filogeografia aportan informacion que
combinada con la teoria genética es utilizada por la genética de la conservacion para
reducir el riesgo de extincion de las especies amenazadas, ademas de la informacion
necesaria para el manejo de las poblaciones (Frankham et al., 2002; Allendorf y Luikart,
2009).

1.1.3. Pozas vernales

Las pozas vernales son humedales efimeros que Keeley y Zedler (1998) definen como:
“humedales inundados por precipitacion durante un periodo donde la temperatura es su-
ficiente para que las plantas crezcan, seguido por un estado de anegacion terrestre y
culminando en condiciones de desecacion extrema durante un tiempo extendido.” Estos
humedales se observan en invierno y varian en tamano desde unos cuantos metros a
varios cientos de metros, y se encuentran desde Oregon a través del centro de California

y hasta el norte de Baja California en México (Baskin, 1994).

Se ubican en las pendientes suaves de las mesas o en los valles de la parte baja de la
cuenca; aunque también se encuentran de manera discontinua en las montanas y su po-
sicion depende de la microtopografia del suelo (Bauder y McMillan, 1998). Ademas de la
variacion entre el material subyacente de origen de las pozas, las propiedades del suelo,
la hidrologia, la topologia y el clima subregional que permiten las condiciones idoneas
para la formacién de las pozas (Bauder y McMillan, 1998). Estas pozas se presentan tipi-
camente formando archipiélagos separados por grandes areas donde las condiciones no
son apropiadas para su formacion. Dentro de cada archipiélago, las pozas se encuen-
tran separadas por decenas a centenas de metros (Holland y Jain, 1981). La forma y
tamano de la poza en sincronia con los factores que regulan el ciclo de llenado y seca-
do de la misma, van a determinar la profundidad, area, volumen y duracion; que estaran

directamente relacionados con la cantidad de especies que puedan mantener (Ripley y



Simovich, 2008).

Las pozas vernales como ecosistemas aislados son entendidos dentro de los principios
de biogeografia de islas que consideran tres caracteristicas propias de las islas, 1) la
distancia entre islas, a mayor distancia menor tasa de inmigracion, 2) la superficie de la
isla, a mayor superficie habra mayor tamano poblacional y por tanto una menor tasa de
extincion y, 3) la especiacion que sera mayor donde las tasas de inmigracion y extincion
son menores. Considerando esas tres caracteristicas se generan cuatro escenarios, 1)
islas grandes y cercanas tendran alta inmigracion y baja extincion lo que resulta en biotas
altamente ricas parecidas al continente, con bajo recambio de especies y bajo endemis-
mo, 2) islas grandes y lejanas tendran alta especiaciéon y bajo recambio de especies, 3)
islas pequenas y cercanas donde habra poca biota con baja especiacion y alto recambio
de especies y, 4) islas pequenas lejanas caracterizadas por bajo recambio de especies

con poco endemismo y biota disminuida (Losos y Ricklefs, 2010).

1.1.4. Anostraca

Las pozas temporales son un habitat que presenta una alta riqueza de especies, entre los
gue se encuentran los crustaceos, de los cuales aproximadamente la mitad son especies
endémicas (Simovich, 1996). Estos crustaceos pertenecen a la clase Branchiopoda y a
tres 6rdenes: Anostraca, Conchostraca y Notostraca. Las especies de estos grupos que
habitan las pozas sobreviven a periodos prolongados de sequia y temperaturas altas,
por la produccion de quistes de resistencia donde los embriones permanecen en latencia
(Keeley y Zedler, 1998). Cuando llueve y la charca se inunda, los quistes eclosionan y las

larvas crecen a una tasa muy rapida (Keeley y Zedler, 1998).

Estos quistes se dispersan entre pozas usando vectores, como organismos grandes que
se muevan entre estos ambientes (Daborn, 1976). El requerir vectores para dispersarse
y depender de los eventos estocasticos de su habitat para reproducirse los hace vulne-
rables, aun mas considerando el deterioro de su habitat (Pyke, 2005). Su dispersion es
entonces limitada y esto restringe la conectividad y el flujo genético, provocando una alta
estructura genética entre poblaciones, y a largo plazo, diferenciacién (Brendonck et al.,
2000).



Los anostracos son crustaceos alargados, que han perdido su caparazon y que nadan
constantemente sobre su espalda en la columna de agua (Brendonck et al., 2007). Son
un grupo muy diverso con alrededor de 300 especies de ocho familias y 26 géneros, de
las cuales un cuarto de especies solo son conocidas de su localidad tipo (Belk y Brtek,
1995; Weekers, 2002).

La familia Branchinectidae cuenta con dos géneros, Archaebranchinecta que se registra
como extinto y Branchinecta (Rogers, 2013) que cuenta con aproximadamente 50 espe-
cies descritas y ha sido reportado en casi todos los continentes repartidas en diferentes
habitats, excepto Africa y Australia (Belk y Brtek, 1995; Rogers, 2002). También se ha
reportado que hay especies que habitan solamente pozas pristinas y otras que prefieren
pozas con algun grado de disturbio, principalmente antropogénico (Hathaway y Simovich,
1996).

1.1.4.1. Branchinecta sandiegonensis Fugate, 1993

La especie se distribuye desde Santa Barbara, California y hasta el norte de Baja Cali-
fornia, México (Fugate, 1993). Habita pozas poco profundas (< 30 cm) (Fugate, 1993),
prefiriendo aquéllas con pH neutral o ligeramente alcalino y concentraciones idénicas me-

nores a los 100 mmol Na+/L (Gonzalez et al., 1996; Ripley et al., 2004).

Esta especie tiene un desarrollo rapido, a la cual dependiendo de la temperatura del
agua le toma de siete a 15 dias en madurar sexualmente (Simovich y Hathaway, 1997).
Las hembras tienen la capacidad de producir cientos de quistes, los cuales presentan un
comportamiento propio de especies de ambientes poco predecibles, esto es que la eclo-
sidn inicial es incompleta, pero acumulativa, ya que siguen eclosionando en subsecuentes

ciclos de secado y rehidratacion (Simovich y Hathaway, 1997).

Este crustaceo fue enlistado como especie en peligro desde 1997 en EUA (U. S. Fish
and Wildlife Service, 2008) y, esto se debio a la pérdida de su habitat de mas del 95 %
de las pozas temporales presentes en la region de California (Bauder y McMillan, 1998).
Las escasas pozas que quedan han sido severamente alteradas y fragmentadas debido

al uso de vehiculos y al pastoreo (Simovich et al., 2013).



1.1.4.2. Branchinecta lindahli Packard, 1883

Esta especie tiene una amplia distribucion a través del oeste de EUA y hasta México en
los estados de Baja California, Baja California Sur y Coahuila (Eng et al., 1990; Maeda-
Martinez, 1991; Maeda-Martinez et al., 1997a,b, 2005). Habita en pozas de caracteristi-
cas muy diversas, desde pozas turbias hasta pozas de agua clara, en un intervalo de
temperaturas de 1.5-22.2 °C con bajas condiciones de salinidad, cloro, conductividad y
un pH de 6.4 a 9.8 (Eng et al., 1990). Aunque se ha encontrado en pozas con caracteristi-

cas fuera de los intervalos mencionados (Eng et al., 1990).

Esta especie ha sido recolectada junto a otras especies de los géneros Branchinecta 'y
Streptocephalus en California y puede coexistir con otras especies de anostracos (Horne,
1967; Lynch, 1964; Eng et al., 1990). Gran parte de su habitat en California se ha perdido
o degradado debido a la agricultura y al desarrollo urbano. Sin embargo es un crustaceo
gue tiene un amplio intervalo de osmorregulacidén que le permite habitar un amplio es-
pectro de pozas con condiciones ambientales diversas, ademas se ha visto que puede
hibridar con sus congéneres comprometiendo la integridad genética de las otras especies

y la suya propia (Gonzalez et al., 1996; Simovich et al., 2013).

1.2. Justificacion

Las pozas temporales ubicadas en el noroeste de Baja California son ecosistemas que
se comportan como islas. Estos ecosistemas al ser temporales y aislados y depender
del régimen de lluvia regional, estan sujetos a la estocasticidad ambiental que los hace
habitats vulnerables y fragiles. Al mismo tiempo, los convierte en centros de especiacion
y divergencia de linajes, aumentando su biodiversidad y la complejidad de las relaciones
biol6gicas dentro del microambiente que forma cada poza. Por la ubicacion de las po-
zas, que es discontinua a lo largo de California y del norte de Baja California forma una
compleja estructura de charcas cuya conectividad disminuye entre las mismas conforme
aumenta la distancia entre ellas; por lo que se dificultaria el libre transito de los residentes
de las pozas entre los archipiélagos. Entre los residentes mas comunes se encuentran
crustaceos de la clase Branchipoda representado por varios érdenes que han desarro-

llado mecanismos para sobrevivir a esas condiciones ambientales. Dentro de ese gran



grupo de crustaceos se encuentra el orden Anostraca representado por varias familias y
especies que son endémicas o de distribucidn restringida. Es interesante conocer la ri-
queza de especies de los crustaceos de las pozas y el patrén de distribucion que adoptan

en estos ambientes fragiles y fragmentados.

Particularmente uno de los representantes del orden Anostraca es el género Branchinecta
y especificamente B. sandiegonensis es un modelo importante a estudiar, esto se debe a
gue es una especie endémica de la regién que Unicamente habita pozas que no han sido
alteradas. La diversidad genética de la especie solo ha sido estudiada en las poblaciones
que se distribuyen al sur de California en el condado de San Diego, sin considerar el total
de su intervalo de distribucion, siendo adn desconocido en la zona sur, que correspon-
de a la peninsula de Baja California. En California, esta especie esta considerada como
una especie en peligro, debido a la pérdida de los ecosistemas que habita, causada por
actividades antropogénicas de expansion. En Baja California la expansion antropogénica
y todas las actividades de cambio de uso de suelo que conlleva, repercute directamente
en los ecosistemas y por tanto en el equilibrio de las redes tréficas de la regién, asi co-
mo la dindmica entre las poblaciones. En resumen, al ser B. sandiegonensis una especie
endémica, con baja capacidad de dispersion y que ocurre en habitats vulnerables se con-
vierte en un buen modelo para evaluar como las fuerzas evolutivas moldean la diversidad
genética de sus poblaciones. Es crucial estudiar aspectos de su historia evolutiva, como
la estructuracién de sus poblaciones, su diversidad genética, y el grado de conectividad
a lo largo del paisaje para conocer su estado de conservacion y proporcionar informacion

para su preservacion.

1.3. Antecedentes

1.3.1. Estudios de taxonomia y riqueza de especies del género Branchinecta

Con respecto a datos taxondmicos y de diversidad de especies, existen listas taxondmi-
cas que incluyen a todas las especies descritas de la clase Branchiopoda o del orden
Anostraca (Belk y Brtek, 1995; Rogers, 2006). Ademas, se han llevado acabo trabajos de
descripcién taxondmica y comparacion entre especies morfoldgicamente similares para

los casos de B. mesovallensis, B. dissimilis, B. coloradensis, B. oriena, B. sandiegonensis
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y B. hiberna para el estado de California (Fugate, 1993; Belk y Fugate, 2000; Rogers y
Fugate, 2001; Belk y Rogers, 2002).

Por otra parte, existen trabajos comparativos sobre la diversidad especifica en pozas de
California para los diferentes grupos de crustaceos que las habitan (King et al., 1996; Si-
movich, 1996; Ripley y Simovich, 2008). También se ha reportado la diversidad taxondmi-
ca del género Branchinecta en pozas de California (Eng et al., 1990). Finalmente para
México se tienen nuevos registros de varias especies del orden Anostraca (Brown et al.,
1993; Maeda-Martinez, 1991; Maeda-Martinez et al., 1997a,b, 2005).

1.3.2. Estudios basados en marcadores genéticos para el género Branchinecta

Para identificar especies del género Branchinecta se han realizado estudios moleculares
usando secuencias del gen COI (Zickovich y Bohonak, 2007; Vandergast et al., 2009).
Ademas con este marcador, se han explorado los patrones filogeograficos en las especies
B. sandiegonensis al norte de su distribucion (Bohonak, 2005) y B. lynchi en el centro de

California y al sur de Oregdn (Aguilar, 2010).

En estudios sobre diversidad y estructura genética se han utilizado marcadores de alozi-
mas, especificamente para B. coloradensis de las montanas Elk en Colorado (Bohonak,
1998) y en B. sandiegonensis del condado de San Diego (Davies et al., 1997). También
se han desarrollado marcadores microsatélites para B. sandiegonensis y B. lynchi (An-
drews et al., 2013; Deiner et al., 2013), y usando estos marcadores se realiz6é un estudio
de genética de poblaciones en B. sandiegonensis en el condado de San Diego (Andrews,
2013).

1.4. Hipotesis

1. Las pozas temporales siendo ecosistemas efimeros y relativamente aislados tendran
riqueza especifica diferente relacionada al tamano de la poza, y habran especies com-
partidas en relacion a la distancia entre las pozas. Siendo las pozas de mayor tamano
las que se espera tengan mayor riqueza (especifica y genética) y las pozas mas cer-

canas las que compartan mayor nimero de especies.
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2. Debido a la presencia de las pozas temporales en regiones geograficas aisladas (me-
setas o valles), asi como a la baja dispersion de estos crustaceos los niveles de flujo

génico seran bajos entre complejos de pozas, llevando a la diferenciacién morfoldgica.

3. Las pozas temporales son ecosistemas que pueden considerarse como islas y dada la
baja capacidad de dispersion de B. sandiegonenesis se esperara que exista una alta

estructura genética en B. sandiegonenesis.

4. La existencia de topografia accidentada y la dispersiéon limitada de los organismos
resultan en la separacion de poblaciones y por tanto contribuyen al desarrollo de linajes
evolutivos independientes. Al ser el norte de la peninsula de Baja California una zona
con topografia heterogénea y B. sandiegonensis el tener una dispersion limitada se
espera que haya linajes evolutivos de B. sandiegonenesis diferentes en las mesetas

geograficas evaluadas.

1.5. Objetivos

Analizar la diversidad y riqueza especifica del género Branchinecta, la estructura genética

y la filogeografia de B. sandiegonenesis en las pozas temporales de Baja California.

Determinar cuales especies estan presentes en las pozas a partir de identificacion

taxondmica.

» Caracterizar la riqueza especifica y genética de las pozas y su relacién con el ta-

mano de la misma; asi como las especies compartidas entre pozas cercanas.

= Analizar la estructura genética para B. sandiegonensis en el norte de la peninsula

de Baja California.

» Evaluar la estructura filogeografica de B. sandiegonensis en la region norte de Baja

California.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en la zona noroeste de la peninsula de Baja California. Se mues-
trearon un total de 36 pozas vernales repartidas en seis localidades: las Mesas Jesus
Maria (MJM), EI Descanso (MED), La Misién (con tres localidades Chichihuas (CHI), La
Mision (MLM) y EI Mirador (EMI)) y Colonet (COL y Propiedad de Feinman PEI), y en los
Valles Las Palmas (VLP) y de Guadalupe (VDG) (Tabla[f] Figura[f). De estas pozas, 22
se encontraron con agua y 14 secas. Las recolectas se hicieron en las temporadas de
lluvias de enero-abril de 2013, 2014 y 2015. Las muestras de 2013 fueron donadas por

Matt Guilliams del Jardin Botanico de Santa Barbara.

Tabla 1: Ubicacion geografica y nomenclatura de las pozas con agua muestreadas para cada region.

Region Nombre de la Poza | Longitud Latitud
MEDO1 -116.86803 | 32.17101
Mesa El Descanso | MEDO2 -116.86747 | 32.17204
MEDO5 -116.87172 | 32.1781
Mesa Jesus Maria | MJM35 -116.84000 | 32.49724
MLMO1 -116.85397 | 32.08020
MLM23 -116.82306 | 32.04308
MLM24 -116.83642 | 32.04392
MLM25 -116.84220 | 32.04255
Mesa La Misién MLM26 -116.85134 | 32.04255
MLM28 -116.79552 | 32.04269
CHI15 -116.77185 | 32.00227
CHI16 -116.78919 | 32.01158
CHI17 -116.77474 | 32.00328
EMI34 -116.81892 | 31.99171
Mesa Colonet COLO1 -116.298183 | 31.03000
PEIO1 -116.287433 | 31.094233
VDG18 -116.65608 | 32.01940
Valle de Guadalupe | VDG19 -116.66228 | 32.1567
VDG20 -116.65822 | 32.01347
VLP31 -116.64966 | 32.363533
Valle Las Palmas VLP32 -116.64966 | 32.36516
VLP33 -116.64961 | 32.36578
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Figura 1: Pozas vernales estudiadas en el Norte de la peninsula de Baja California.
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El estado de Baja California es atravesado longitudinalmente por una sierra, que culmi-
nan en pendientes de dificil acceso en el noroeste y ain mas dificiles en el noreste y
suroeste. En la porcidn norte, el estado cuenta con una superficie variable donde con-
trastan lomerios, llanuras, sierras, valles y grandes desiertos. Las altitudes van desde el
nivel del mar hasta el pico mas alto en la sierra San Pedro Martir (3,100 msnm) (INEGI,
2014). El suelo de las pozas esta formado por materia organica, carbonatos acumulados,
arcillas, duripan (formado por silice) (Hobson y Dahigren, 1998). La zona mediterranea se
caracteriza por tener clima templado con lluvias en invierno; con una precipitacion total
anual de alrededor de 200 mm (INEGI, 2014).

2.2. Obtencion de muestras

En las pozas con agua las muestras se recolectaron usando redes de luz de malla de
0.1 mm. Se evit6 al maximo que la red tocara el fondo de la charca para no remover el
sediento. Después de tomar la muestra, las redes se lavaron en agua con cloro para que
los organismos o quistes que quedaban en ellas se murieran y no contaminar la siguiente
poza con muestra biologica de la poza anterior. Las muestras se fijaron en etanol al 70 %
tanto para su identificacion taxonémica como para su uso en analisis moleculares, se

colocaron en viales para su transporte y conservacion.

Para el caso de las pozas secas se tomaron muestras de tierra de la superficie, usando
una pala de jardineria. Las tierras fueron colocadas en acuarios (un acuario por poza) y se
hidrataron con agua destilada, se les coloc6 aeracion y se monitorearon diariamente en
la espera de que los anostracos eclosionaran. Una vez que los crustaceos eclosionaron,
fueron alimentados una vez al dia durante un mes con una mezcla de levadura y alimento

para pez triturado disueltos en agua.

De cada poza muestreada se midi6 el diametro mayor en la zona mas ancha y de ma-
nera perpendicular se midié el diametro menor en la zona mas angosta. A partir de los
diametros se obtuvieron los radios y se sacé el area de cada poza usando la férmula de
area para elipses. La distancia entre las pozas se midié usando distancias euclidianas

(distancia lineal entre dos puntos) a partir de las coordenadas geograficas.
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2.3. Identificacion taxonomica, riqueza de especies y analisis morfologicos

Se separaron e identificaron 20 individuos adultos (10 hembras y 10 machos) de cada
poza. Aunque esto ocurrid en la mayoria de las pozas, hubo otras para las que no se
contd con esa cantidad, entonces se trabajo con menos individuos. Se colocd cada indi-
viduo en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se etiquetd. Los organismos fueron identificados
siguiendo las claves de Eriksen y Belk (1999) para machos y para las hembras se usa-
ron las claves de Rogers (2013). Para el analisis morfolégico se tomaron las medidas

longitudinales del cuerpo que son especificadas en la Figura 2|

A

— Longitud Total (LT)
Longitud toracica (Ltx)
Longitud abdominal (La)

== Longitud del cercépodo (Lc)

== Longitud de la anténula (Lan)
== Longitud de la antena (Lat)

== Longitud del saco de los huevos (Lsh)

Figura 2: Longitudes tomadas para cada individuo para todas las especies. A) Hembra, B) Macho.
Foto de B. sandoegonensis.

Con el fin de evaluar si existian diferencias fenotipicas intraespecificas de los individuos
de diferentes pozas, se realizd un analisis de componentes principales (ACP) utilizan-
do las tasas de las medidas morfologicas tomadas durante la identificacion taxonomi-
ca. Primero se calcularon diferentes tasas morfolégicas (en todas las especies) Lon-
gitud Total/Longitud toracica (LT/Ltx), Longitud Total/Longitud Abdominal (LT/La), Lon-
gitud Total/Longitud de los cercépodos (LT/Lc), Longitud Total/Longitud de la anténula
(LT/Lan), Longitud Total/Longitud de la antena (LT/Lat), Longitud de la antena/Longitud de

la anténula (Lat/Lan) y Longitud Total/Longitud del saco de los huevos (LT/Lsh). Poste-
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riormente, se obtuvieron las medias de cada tasa y su desviacion estandar por poza. El
ACP se realizé con las medias de las tasas y se analizaron machos y hembras de manera

independiente.

Para sacar las medias de las tasas Unicamente se consideraron organismos adultos y que
estuvieran completos, es decir que no les faltara ningun segmento del cuerpo, por lo que
en algunas pozas se conté con menos individuos. Una hembra se consideré como adulta
cuando el saco de los huevos tenia huevecillos o en su defecto cuando la longitud del
mismo llegaba al quinto o sexto segmento abdominal, dependiendo de la especie; mien-
tras que un macho se consideré como adulto cuando la parte distal de las antenas estaba
completamente formada y coincidia con la descripcidn de las claves (Fugate, 1993; Erik-
sen y Belk, 1999) (Figuras 3]y [4).

Figura 3: Caracteristicas morfoldgicas en adultos de B. lindahli. A) Hembra, se observa el saco de
huevos con huevecillos, su longitud se extiende hasta la mitad del sexto segmento. B) Macho, se
observa la parte distal de la antena que esta completamente formada.
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Figura 4: Caracteristicas morfologicas de B. sandiegonensis. A)Antena de macho adulto comple-
tamente formada, B)Antena de macho juvenil que aun no termina su desarrollo (sefalado con la
flecha), C)Saco de los huevos de hembra adulta con huevecillos y se extiende hasta la mitad del
quinto segmento abdominal, D)Saco de los huevos aun en desarrollo de hembra juvenil (sefalado
con la flecha).

2.4. Extraccion de ADN y amplificacion de marcadores moleculares

La extraccidon de ADN se llevd a cabo utilizando el protocolo de QIAGEN para el kit
DNeasy blood and tissues (QIAGEN, 2006). Se extrajo ADN de diez individuos de B.
sandiegonensis de cada poza que fueron previamente identificados taxondmicamente.
Se usaron 0.1 mg de tejido de antena y cabeza de cada individuos para la extraccion. En
total se extrajo el ADN de 150 individuos de B. sandiegonensis recolectados en 15 po-
zas, las cuales estan distribuidas en cuatro regiones Mesa La Misién (8 pozas), Mesa El
Descanso (3 pozas), Mesa Jesus Maria (1 poza) y Valle Las Palmas (3 pozas). La calidad
de las extracciones se evalué mediante electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1 %.
Los productos de la extraccion corrieron a 80 V durante 25 min, se tifid con gelred y se
observé bajo luz UV. La concentracion del ADN de cada muestra se obtuvo mediante la
absorvancia a 260 nm utilizando un espectofotometro NanoDrop 2000 (ThermoScientific,
2008).
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Se amplificd un fragmento de 800 pb del gen Citocromo Oxidasa subunidad | (COIl)
utilizando los iniciadores desarrollados en el laboratorio del Dr. Andrew J. Bohonak en
San Diego State University, Jyothi: 5 TTC TCA ACA AAT CAT AAA GAT ATT GG 3’ y
2198-2: 5 TTA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CAA AAC AAG TG 3. La mezcla de
reaccion (25 uL) contuvo 1.5 mM de MgCl,, 0.04 x de BSA, 0.8 mM de dNTPs, 0.48 de
ambos iniciadores y 0.8 U de polimerasa Taqg. Las condiciones de amplificacion fueron de
94 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de: 94 °C por 30 s, 49 °C por 30 s, 72 °C por
1 min con una rampa de 0.5 °C/s, finalizando con 7 min de extension a 72 °C. Ademas
se amplificaron cinco microsatélites nucleares, desarrollados por Andrews et al. (2013)
(Tabla[2). La mezcla de reaccién de los microsatélites utilizados (30 uL) contuvo 0.8 mM
de dNTPs, 0.48 M de cada iniciador y 1 U de Taq, la concentracién de MgCL, se muestra
en la Tabla[g Las condiciones de amplificacién fueron de 95 °C durante 15 min, seguido
de 30 ciclos de: 94 °C por 30 s, la temperatura de alineamiento (se especifica en la Tabla
por 3 miny 72 °C por 30 s para los loci BsH106, BsH120, BsB201 y BsB8 y por 60 s
para el loci BsH101, finalizando con 30 min de extencion a 60 °C; para el locus BsH101

se hizo una rampa de 0.5 °C/s.

Tabla 2: Loci microsatelitales nucleares caracterizados para B. sandiegonensis. Modificado de An-
drews et al. (2013).

Locus Mot!v_o Secuencia del cebador Tamanho Tem;?. de | Concentracion
repetitivo esperado ali. de MgCl,

w0 | (0T | HSSTOTOTORCTOCSSTITTIONT | wwo2sy | w10 | som

soveo | (ST | £ S OMCCOMCOCHIOTTONATOTIC | o099 | 000 | 15w

Los productos de las amplificaciones, se observaron mediante electroforesis en gel de
agarosaal 1% a 75 V durante 35 min para el gen COl y en geles de agarosaal2% a 100 V
durante 25 min para los loci microsatelitales, tinéndolos con gelred. Se realizé analisis de
fragmentos para los microsatélites. Los electroferogramas se analizaron en el programa

Peak Scanner Software v1.0 (Biosystems, 2006) y se determiné el tamano de los alelos y
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el estado para cada individuo (homocigoto o heterocigoto). Los amplicones del gen COI

se enviaron a secuenciar. Los electroferogramas de las secuencias fueron revisados en el

programa BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) donde se alinearon y se revisé cado sitio polimorfico.

2.4.1. Analisis de diversidad y estructura genética de B. sandiegonensis

La diversidad genética se midi6 considerando tres unidades diferentes (Figura [5A), la

primera considerd la diversidad de B. sandiegonensis en el norte de la peninsula de

Baja California como unidad. La segunda es la diversidad regional, la cual abarcé a las

regiones geograficas como islas (Mesa Jesus Maria, Mesa El Descanso, Mesa La Misién

y Valle las Palmas) y, la tercera es la diversidad por poza que consider6 a cada poza como

una isla (15 pozas). La estructura genética se midi6 a tres escalas geograficas (Figura

BB), la macroescala considerd las cuatro regiones geogréficas; la mesoescala abarcd las

tres mesas (Jesus Maria, El Descanso y La Misidn): y la microescala consideré a la Mesa
La Misién dividida en tres localidades (Chichihuas (CHI), La Misién (MLM) y EI Mirador

(EML)).

©
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Mesa El
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Figura 5: Escalas para los analisis de diversidad y estructura genética. A) Diversidad genética; B)

Estructura genética.



20
2.4.1.1. Marcadores nucleares

Considerando las tres unidades de diversidad, se obtuvieron estimados de riqueza alélica,
numero de alelos efectivos por poblacién y media del nimero de alelos por poza (Tabla 3).
Para la diversidad regional y por poza se estimaron alelos privados, indice de endogamia
(Frs), heterocigosidad observada, esperada y se evaluo el equilibrio de Hardy-Weinberg
en cada unidad de muestreo (Tabla [3). Para la diversidad por poza se hizo la prueba de
alelos nulos y se calcul6 el desequilibrio de ligamento, para este ultimo y el equilibrio de
Hardy-Weinberg se hizo la correccién de Bonferroni (Rice, 1989) (Tabla [3). Para saber
si habia una relacion entre el tamano de la poza y la diversidad genética, se hicieron
regresiones lineales usando los estimados de diversidad de riqueza alélica, indice de

endogamia y heterocigosidad observada por poza en relacion al area de las pozas.

Para evaluar la estructura genética primero se utilizé el programa STRUCTURE para
calcular cuantos componentes genéticos habia en el area de estudio usando un perio-
do de calentamiento de 50,000, seguido de 500,000 cadenas de Marcov, utilizando el
modelo de mezcla y correlacionando todas las frecuencias; se hicieron 15 repeticiones.
La K evaluada fue diferente en cada escala ya que el numero de pozas fue diferente,
macroescala K=15, mesoescala K=12 y microescala K=8. En los tres casos se hizo la
correccion de Evanno et al. (2005). Para evaluar la distribucion de la variacién genética
se realiz6 un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de tres componente en las tres
escalas geogréficas, considerando a macroescala dos grupos (Valle Las Palmas vs Las
Mesas), a mesoescala tres grupos (Mesa Jesus Maria vs Mesa El Descanso vs Mesa La
Mision) y a microescala tres grupos (Chichihuas vs La Misién vs El Mirador); también se
calcularon los indices de fijacion (F;s, Fsr y Frr). Ademas se calcularon las distancias
genéticas (F.;) haciendo la correccién de ENA (Chapuis y Estoup, 2006) calculada con el
programa FreeNa, por poza para las tres escalas y se evalué la existencia de aislamiento
por distancia con una prueba de Mantel entre éstas y las distancias euclidianas (Tabla
B). Los F; también fueron utilizados para generar los arboles de agrupamiento usando el

método de unién de vecinos (Tabla [3).
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2.4.1.2. Marcador mitocondrial

En el caso de las secuencias del gen COI se obtuvo la diversidad haplotipica, nucleotidica,
los haplotipos y los sitios polimoérficos por regién utilizando los programas listados en la
Tabla [3| EI modelo de substitucion nucleotidica para esta region del COI se estimé con
las secuencias de Baja California y dos haplotipos de la especie obtenidos del genbank
(FJ439718 y FJ439740; Vandergast et al. (2009)), en el programa Modeltest 2.1.5, para
encontrar el mejor modelo se usé el Criterio de Informacion Aikake (AIC). Para determinar
las relaciones filogenéticas de los individuos y evaluar a que linaje pertenecian (en la
distribucidn norte de la especie se determiné la existencia de dos linajes mitocondriales
el Ay el B; Bohonak (2005); Vandergast et al. (2009)), se construyé un arbol usando el
método de maxima verosimilitud (Tabla [3). Finalmente se analizé la distribucion de los
haplotipos en las cuatro regiones geograficas con una red de haplotipos, y se hizo una
red utilizando las secuencias del linaje A para establecer el parentesco de la especie en

San Diego y en Baja California.

Tabla 3: Lista de los programas utilizados para los analisis genéticos.

Analisis de Diversidad Genética

Microsatélites COl
GenAlex 6.5 MEGA 6.06
Arlequin 3.5.2.1 DNASP 5.10.01
FSTAT 2.9.3
GenePop en linea
FreeNa

Excel Microsat toolkit
Analisis de estructura genética

Microsatélites COl
R studio Modeltest 2. 1.5
Structure 2.3.4 Network 4.6.1.3
MEGA 6.06

Referencias (Raymond y Rousset, 1995; Goudet, 2001; Morrison, 2005; Chapuis y Estoup, 2006; Po-
sada, 2008; Hubisz et al., 2009; Librado y Rozas, 2009; Excoffier y Lischer, 2010; Peakall y Smouse,
2012; Tamura et al., 2013).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Identificacion taxonémica

Se identificaron un total de 353 individuos (entre 331 adultos y 22 nauplios) pertenecien-
tes a dos especies: Branchinecta sandiegonensis Fugate, 1993 y B. lindahli Packard,
1883 (Figura [6). De estos, 260 fueron B. sandiegonensis, 70 B. lindahli y 20 nauplios
del género Branchinecta. De las tierras puestas en acuarios se obtuvieron organismos
en dos de los acuarios, el de Valle Las Palmas donde se identific6 una hembra de B.

sandiegonensis y la Mesa Jesus Maria donde se obtuvieron dos nauplios (Figura[7).

Figura 6: Especies de Anostracos encontrados. A) Hembra de B. sandiegonensis; B) Macho de B.
sandiegonensis; C) Hembra de B. lindahli; D) Macho de B. lindahli.



23

80 -

I Branchinecta sandiegonensis
70

B Branchinecta lindahli

60 |
| Branchinecta | |

El Mirador Mesa Mesa El Mesa Mesa La Propiedad Rancho Vallede Valle Las

Namero de Individuos

(EMI) Colonet Descanso  Jesus Mision  Feinman Chichihuas Guadalupe Palmas
(cov) (MED) Maria  (MLM) (PEI) (CHI) (VDG) (VLP)
(MIM)
A Localidades

1M Branchinecta sandiegenensis

2
B Branchinecta lindahli
] Branchinecta

El Mirador Mesa Mesa El Mesa Mesa la Propiedad Rancho Vallede Valle Las

Numero de Pozas

(EMI) Colonet Descanso  JesUs Misién  Feinman ChichihuasGuadalupe Palmas
(cou) (MED) Marfa (MLM) (PEI) (CHI) (VDG) (VLP)
(MIM)
B Localidades

Figura 7: Localizacion de las especies en las pozas vernales. A) Numero de individuos; B) Numero
de pozas.

3.2. Analisis de datos morfologicos

3.2.1. Branchinecta lindahli

Esta especie se encontrd en cinco pozas (tres en Valle de Guadalupe y dos en la Mesa
Colonet), de las cuales sdélo se consideraron cuatro pozas para el analisis, dos pozas en
cada region, ya que los individuos de la tercera poza de Valle de Guadalupe les faltaban
partes del cuerpo. Se consideraron datos de 29 hembras y 29 machos. El intervalo de

longitud total (LT) para la especie fue de 7.35-21.60 mm.

En el ACP tanto de hembras como de machos, no se observa un patron que coincida
con la ubicacién geografica de las pozas. Por ejemplo los individuos de la poza VDG19

de Valle de Guadalupe y PEIO1 de la de Mesa Colonet quedan mas cercanos entre si,
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mientras que los individuos de las otras dos pozas quedan separados entre si y se alejan

del resto (Figuras [8A y [BB).

3.2.2. Branchinecta sandiegonensis

Esta especie se encontré en cuatro regiones geograficas (Valle Las Palmas, Mesa Jesus
Maria, Mesa El Descanso y Mesa La Mision) y en 15 pozas. De las cuales sélo se consi-
deraron 13 pozas ya que en las otras dos los organismos aun no estaban completamente
desarrollados y s6lo se consideraron los datos de 117 hembras y 115 machos. El intervalo

de longitud de los adultos fue de 7.15-19.04 mm.

El ACP en hembras (Figura [8D) y machos (Figura [8C) no muestra un patrén claro de
agrupamiento por localidad geografica, lo que sugiere que no existen diferencias fenotipi-
cas entre los individuos entre pozas ni entre regiones. Por ejemplo las pozas de la Mesa
El Descanso (MEDO1, MEDO2 y MEDOQ5) se esperaba que estuvieran mas cercanas entre

si, sin embargo estan separadas y son mas cercanas a pozas de otras regiones.
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Figura 8: Analisis de Componentes Principales de los datos morfoldgicos para ambas especies. A)
Machos de B. lindahli, B) Hembras de B. lindahli, C) Machos de B. sandiegonensis y, D) Hembras de
B. sandiegonensis.
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3.3. Analisis moleculares
3.3.1. Analisis de diversidad genética. Microsatélites
3.3.1.1. Diversidad por poza

Para los analisis de diversidad con los microsatélites se utilizaron 140 muestras donde
se genotipificaron por lo menos cuatro de los cinco loci por muestra (Apéndice [A). Las
frecuencias de alelos nulos por poza fueron relativamente bajas, estando en un intervalo
de 0-0.385. El analisis de desequilibrio de ligamiento para cada par de locus por poza

fueron no significativos después de hacer la correccién de Bonferroni (Rice, 1989).

En el andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg hay cuatro pozas que tienen desviacio-
nes del equilibrio en tres de las regiones y todas presentan déficit de heterocigotos. Los
coeficientes de endogamia fueron altos para las pozas del Rancho Chichihuas, Valle Las

Palmas y Mesa Jesus Maria, comparados con el resto de pozas (Tabla [4).

A nivel de poza la riqueza alélica estuvo entre 1.89-3.35, la mayor riqueza alélica esta en
la Mesa EI Descanso, mientras que la menor estuvo en Mesa La Misién. El nimero pro-
medio de alelos estuvo entre 2.20 y 4.20; el numero efectivo de alelos estuvo entre de
1.845 y 3.348. La poza con mayor numero de alelos privados se encontr6 en Valle Las
Palmas y hubo varias pozas sin alelos privados (Tabla[4). En los tres andlisis de regresién
lineal que se efectuaron no hubo una correlacion significativa entre el area de la poza res-
pecto a los tres estimadores de diversidad (riqueza alélica vs area R?= 0.2659 p= 0.1271;
F;s vs area R?= 0.0012 p= 0.9250; H, vs area R?= 0.0092 p= 0.7926).
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Tabla 4: Diversidad genética por poza de B. sandiegonensis.

Localidad Poza N N, N, R, | AP F:s H, H.
CHIH5 | 8 |1.845[3.0(2428 | 1 | 0.352 | 0.257 | 0.363
CHI16 | 8 |2.155 2.8 ]2.299 | 1 0.402 | 0.271* | 0.412
CHHH7 | 9 | 26771382931 | 0 0.437 | 0.275*" | 0.448
Mesa La Mision EMI34 | 10| 2509 |22 |1.884 | O 0.118 0.300 | 0.321
MLMO1 | 10 | 2.527 | 3.4 | 2.710 | 2 0.044 0.469 | 0.464
MLM23 | 10 | 2.296 | 3.2 | 2581 | 0 | -0.040 | 0.451 | 0.412
MLM25 | 10 | 2.281 | 4.2 | 2.850 | O | -0.021 0.453 | 0.421
MLM28 | 10 [ 2.369 | 2.2 | 2.147 | 1 | 0.114 | 0.393 | 0.419
Mesa Jesus Maria | MUM35 | 8 | 2.793 | 3.6 | 2820 | 2 | 0.437 | 0.264*" | 0.427
MEDO1 | 10 | 2.610 | 3.0 | 2.341 | 1 | 0.147 | 0.360 | 0.398
Mesa El Descanso | MEDO2 | 9 (1973 |24 (2190 | O 0.119 0.383 | 0.407
MEDO5 | 8 | 2.296 | 4.2 | 3.348 | 1 0.131 0.483* | 0.514
VLP31 | 10 | 2.001 | 3.6 | 2.628 | 0 | 0.260 | 0.300*" | 0.380
Valle Las Palmas VLP32 | 10 | 2.796 | 4.2 | 2.959 | 2 | 0.191 | 0.380* | 0.442
VLP33 | 10 | 3.348 | 3.8 | 2.708 | 5 | 0.350 | 0.277*" | 0.391

N= Numero de individuos, N.= Numero efectivo de alelos, N,= Media del numero de alelos, R,= Ri-
queza alélica, AP= Alelos Privados, F;s= Coeficiente de endogamia, H,= Heterocigosidad Observa-
da, H.= Heterocigosidad Esperada, * Valores significativos « =0.05, + Valores significativos después
de la correccion de Bonferroni (Rice, 1989).

3.3.1.2. Diversidad regional

En esta escala las cuatro regiones se encuentran en desequilibrio de Hardy-Weinberg
por un déficit de heterocigotos. Los indices de endogamia fueron altos, siendo las mesas
Jesus Maria y La Mision las que tuvieron los valores mas altos. La riqueza alélica fue
mayor en la Mesa La Mision y menor en la Mesa Jesus Maria. El numero promedio de
alelos fue de 3.60-6.60, siendo la Mesa Jesus Maria la menos diversa. El numero efectivo
de alelos estuvo entre 2.755 y 3.65, siendo la Mesa El Descanso la menor. La region
con mayor numero de alelos privados fue Valle Las Palmas con 21, mientras que la Mesa
JesUs Maria no tuvo (Tabla5).

3.3.1.3. Diversidad en la region sur de la distribucion de B. sandiegonensis

La riqueza alélica fue de 11.97, mientras que el promedio de alelos por locus fue de 12.6,
en un intervalo dado entre un alelo para el locus BsH101 y 26 para el BsB8 y el nUmero

efectivo de alelos de 4.42.
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Tabla 5: Diversidad genética regional de B. sandiegonensis

Localidad N | NP N. N, R, |AP| Fg H, H.
Mesa La Mision 75| 8 3.553 [ 6.6 | 3.035 | 12 | 0.310 | 0.406*" | 0.561
Mesa El Descanso | 27 | 3 2.755 |56 | 2822 | 3 0.208 | 0.262*" | 0.468
Mesa Jesus Maria | 8 | 1 2.793 3.6 2820 |0 0.437 | 0.264*" | 0.427
Valle Las Palmas | 30 | 3 3.658 | 6.4 | 2.871 | 21 | 0.260 | 0.322** | 0.426

N= Numero de individuos,NP=Numero de pozas, N.= Numero efectivo de alelos, N,= Media del niime-
ro de alelos, R,= Riqueza alélica, AP= Alelos Privados, F;s= Coeficiente de endogamia, H,= Hete-
rocigosidad Observada, H.= Heterocigosidad Esperada, * Valores significativos o =0.05, + Valores
significativos después de la correccion de Bonferroni (Rice, 1989).

3.3.2. Analisis de diversidad genética. Citoctromo Oxidasa |

Se obtuvieron 20 secuencias de entre 400-700 pb (Apéndice[B), 11 de la Mesa La Misién,
tres para Valle Las Palmas, cuatro para Mesa El Descanso y dos para Mesa Jesus Maria.
Se encontraron cinco sitios polimérficos (todos parsimoniosos), que definen cuatro haplo-
tipos (I, Il, 'y IV). La diversidad haplotipica a macroescala fue de 0.563 y la nucleotidica
de 0.002.

3.3.3. Analisis de estructura genética. Microsatélites
3.3.3.1. Macroescala

Los resultados con el programa STRUCTURE indican que existen dos acervos genéticos,
gue estan presentes en regiones geograficas diferentes. Uno de los grupos fue formado
por las pozas de Valle Las Palmas y el segundo grupo fue formado por las pozas de las
tres Mesas (Figura [9)A). Con el AMOVA se encontré que el porcentaje de variacién es
mayor entre los grupos que dentro de los grupos; lo mismo sucedid con los indices de

fijacion, siendo el Fsr mayor que el F;5, en ambos hubo diferencias significativas (Tabla

6).
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Figura 9: Estructura de B. sandiegonensis a macroescala. A) Grafico del Structure K=2; B) Arbol de
agrupamiento usando las distancias genéticas (F.;).

Tabla 6: AMOVA jerarquico a macroescala de B. sandiegonensis entre dos grupos.

Fuente de variacion G.L. | % de variacion | indice de fijacion
Entre Grupos 1 31.59 0.31593*
Entre poblaciones dentro de los grupos | 13 15.07 0.22036*
Dentro de las poblaciones 265 | 53.33 0.31593*
* p< 0.05

El intervalo de F,; estuvo entre 0.0119 (VLP32 vs VLP33) y 0.5093 (EMI34 vs VLP31),
obteniendo en general valores menores entre pozas de la misma region y valores mayores

entre pozas de diferentes regiones. El arbol de agrupamiento muestra que las tres pozas
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de Valle Las Palmas se agrupan en una rama aparte junto a MLM25, el resto de las
pozas se agrupan en otra rama (Figura [9B). La prueba de Mantel entre estos grupos

comprobd la existencia de un aislamiento por distancia (r= 0.5888, p= 0.002).

3.3.3.2. Mesoescala

El analisis del programa STRUCTURE indicé la existencia de tres componentes genéticos
gue tuvieron una coincidencia parcial con la geografia, debido a que hubo cinco pozas con
un solo componente genético, mientras que el resto tuvieron una mezcla de componentes
genéticos y, en algunos casos hay individuos que presentan mezcla de componentes
genéticos (Figura[10A). En el AMOVA la variacién entre los grupos es menor que entre
las poblaciones dentro de los grupos; igualmente el F;5 fue mayor que el Fgr, ambos

muestran diferencias significativas (Tabla[7).

El intervalo de F,; fue de 0.0246 (MEDO1 vs MEDO02) a 0.4195 (EMI34 vs MJM35), siendo
en general la diferenciacion genética moderada dentro de las regiones y muy grande entre
regiones, exceptuando a la poza EMI34 que tuvo diferenciacion genética muy grande con
pozas de la misma mesa (Mesa La Mision). El arbol de distancias agrupa a dos pozas de
la Mesa El Descanso junto a la poza EMI34 de la Mesa La Misién en una rama separada
del resto de las pozas, la tercera poza de El Descanso se mantiene como una rama sola,
mientras que el resto de las pozas se subdividen en dos ramas que corresponden a el
resto de la Mesa La Mision y la Mesa Jesus Maria (Figura B). No se encontr6é un
aislamiento por distancia (r=0.2144 p= 0.183) al llevar a cabo una prueba de Mantel entre

estos grupos.
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Figura 10: Estructura de B. sandiegonensis a mesoescala. A) Grafico del Structure K=2; B) Arbol de
agrupamiento usando las distancias genéticas (F.;). Los pays que se anexan al arbol representan
el porcentaje de individuos de cada poza que pertenece a cada grupo generado por el programa
Structure.

Tabla 7: AMOVA jerarquico a mesoescala de B. sandiegonensis entre tres grupos.

Fuente de variacion G.L. | % de variacion | indice de fijacion
Entre Grupos 2 8.00 0.08002*
Entre poblaciones dentro de los grupos | 9 19.49 0.21184"
Dentro de las poblaciones 208 72.51 0.27491*

* p< 0.05
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3.3.3.3. Microescala

Finalmente, en los resultados del analisis ralizado con el programa STRUCTURE para las
muestras obtenidas en la Mesa La Misidn se encontraron dos componentes genéticos,
que no tienen una correspondencia geografica, ya que existen tres pozas con un solo
componente genético (EMI34, MLM25 y MLM28), mientras que el resto de las pozas
tienen una mezcla de los dos componentes genéticos (Figura [TTA). En el AMOVA el
porcentaje de variacidon entre grupos y dentro de los grupos son muy similares, lo mismo

sucede con F;s y Fs7 que son significativos en ambos casos (Tabla [g).
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Figura 11: Estructura de B. sandiegonensis a microescala. A) Grafico del Structure K=2; B) Arbol de
agrupamiento usando las distancias genéticas (F.;). Los pays que se anexan al arbol representan
el porcentaje de individuos de cada poza que pertenece a cada grupo generado con el programa
Structure.
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Tabla 8: AMOVA jerarquico a microescala de B. sandiegonensis entre tres grupos.

Fuente de variacion G.L. | % de variacion | indice de fijacion
Entre Grupos 2 12.95 0.12949*
Entre poblaciones dentro de los grupos | 5 13.33 0.15315*
Dentro de las poblaciones 142 73.72 0.26281*
* p< 0.05

El intervalo de F,; fue de 0.0350 (CHI15 vs CHI17) y 0.4164 (EMI34 vs MLM25), entre
las localidades de Chichihuas y La Misidn las diferencias genéticas fueron generalmente
moderadas, pero cuando se compara contra la poza de El Mirador las distancias genéti-
cas se vuelven muy grandes (> 0.25). El arbol de agrupamiento muestra que la poza
EMI34 se ha separado del resto de las pozas de la mesa, las otras pozas forman dos
grupos dentro de la misma rama, ambos grupos corresponden parcialmente a las locali-
dades geograficas, ya que en la rama superior estan dos de las tres pozas del Rancho
Chichihuas y en la rama inferior tres de cuatro pozas de La Mision (Figura[T1B). Al llevar
a cabo la prueba de Mantel entre estos grupos no se encontré aislamiento por distancia
(r=0.1243 p= 0.199).

3.3.4. Analisis de estructura genética. Citocromo Oxidasa |

El modelo de mutaciéon fue el modelo de Tamura-Nei (TrN). El arbol de agrupacion muestra
gue los individuos de Baja California son parte del linaje A de la especie (Bohonak, 2005;
Vandergast et al. 2009), ya que se agrupan dentro de la misma rama, mientras que el

haplotipo del linaje B queda en otra rama (Figura[12).
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Figura 12: Arbol de agrupamiento de los individuos de B. sandiegonensis secuenciados para Baja
California y dos haplotipos de diferentes linajes de la especie. En rojo el haplotipo del linaje Ay en
azul el haplotipo del linaje B.

La red de haplotipos usando las 20 secuencias de las muestras de Baja California, mues-
tra que hay un haplotipo (l) abundante que esta presente en dos de las mesas (La Mision
y El Descanso) y en Valle Las Palmas (por ocho individuos de Mesa La Mision, cuatro de
Mesa El Descanso y una de Valle Las Palmas). El segundo haplotipo (Il) esta presente en
los dos individuos de Mesa Jesus Maria, el haplotipo Il esta en tres individuos de Mesa

La Mision, finalmente el haplotipo IV esta en dos individuos de Valle Las Palmas (Figura

13).

La red de haplotipos que se hizo combinando las secuencias de este trabajo con el linaje
A (Bohonak, 2005; Vandergast et al., 2009) de B. sandiegonensis (Figura [T4), muestra
la existencia del haplotipo | compartido entre Baja California y San Diego (A30, A27). El
haplotipo de la Mesa Jesus Maria deriva de los haplotipos A16 y A26 de San Diego, que a
su vez derivan del haplotipo I. El haplotipo de la Mesa La Misién y el de Valle Las palmas

derivan del haplotipo |.
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Figura 13: Red de haplotipos a escala region de B. sandiegonensis en Baja California. Cada circulo
representa un haplotipo, y el tamafio del mismo representa al numero de individuos con ese haplo-
tipo. Las lineas cortas representan los pasos mutacionales entre un haplotipo y otro.
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Figura 14: Red de haplotipos de B. sandiegonensis en Baja California con el clado A de San Diego.
Cada circulo representa un haplotipo, y el tamano del mismo representa al numero de individuos
con ese haplotipo. Las lineas cortas representan los pasos mutacionales entre un haplotipo y otro.
Los diamantes representan haplotipos hipotéticos.
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Capitulo 4. Discusiones

4.1. Taxonomia y riqueza de especies

En las pozas temporales del norte de Baja California se reportan dos especies de Bran-
chinecta, B. sandiegonensis y B. lindahli. Estas especies ya han sido reportadas para la
region por diversos autores (Maeda-Martinez, 1991; Brown et al., 1993; Maeda-Martinez
et al., 1997a,b, 2005). Siendo limitados a dos localidades para B. sandiegonensis, y va-
rias localidades a lo largo de la peninsula de Baja California para B. lindahli (Figura [15).
Los nuevos registros aumentan el conocimiento sobre la distribucion geografica regional
de estas especie, asi como la aportacion al conocimiento sobre la variaciéon morfologica y
genética de las poblaciones de la zona sur de la distribucién de B. sandiegonensis 'y zona

media de la distribucidon de B. lindahli.

La primera hipétesis de trabajo se divide en dos partes, en la primera se propone que
entre mas grande la poza mayor riqueza tanto de especies como genética habra, esta
parte se rechaza. S6lo se encontr6é una especie de anostraco por poza, siendo irrelevante
el tamano de la misma. Esto coincide con lo reportado para la region de California en
la zona de clima mediterraneo, donde se han encontrado pozas monoespecificas para
especies diferentes a las reportadas en este estudio (King et al., 1996). Entre tanto en
pozas presentes en Marruecos y Canada se han registrado mas especies de anostracos
por poza (Retallack y Clifford, 1980; Thiery, 1982; King et al., 1996).

Mientras que, con respecto a la segunda parte de la hipétesis que propone que entre
pozas cercanas se compartiran especies, esta se acepta. Se encontr6 una especie por
region geogréfica. Los requerimientos ambientales de las especies de Branchinecta son
variables (Gonzalez et al., 1996), y las pozas dentro de un intervalo geografico pueden
variar en sus condiciones ambientales a lo largo de esa area, debido a varios factores
principalmente los inherentes a la composicidén del suelo, la temporada de lluvias y la
cantidad de agua, asi como la intervencién humana que causa disturbio en las pozas
(King et al., 1996).



36

32.500
|
T
=
i}
wn
|
1

32.400
|
T
|
I

VLP3ZWLP33
P31

32.300
1
T
]
T

32.200
|
1
|
T

‘ﬂEDUS

EDO2

‘fIEDUI
“\LMIJI

MLM2i 24 MLM28
MLI I.*;El ‘1

116 VDG 19g/0GLE
cHI1MgHILS DG20 4
134

32.100

27.000
32.000
|
T

SUR
- 101234m| & 101 2m|
. |B. findahli (1 = m B. sandiegonensis | = =]
§-- | I | b ] 1 I 1
- -11&.000 -115|.000 -114‘.000 -116|.900 -116I.SDD -116|.7UD -llﬁl.EOU
Acotaciones

® B lindahli este frabajo

[0 B. lindahii (Maeda-Martinez, 1991, Maeda-Martinez et al. 1997a)
*® 5. sandiegonensis este trabajo
@ B. sandiegonensis (Fugate, 1993)

[ 8. sandiegonensis (Brown et al, 1993)
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Martinez, 1991; Brown et al., 1993; Maeda-Martinez et al., 1997a,b, 2005).
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Los factores que pueden estar influyendo en los resultados obtenidos pueden se varios.
Uno de esos factores es el numero de veces que se muestreo, ya que en este trabajo
sOlo se hizo una vez en el ano en cada poza, lo que nos impide conocer si existe un
recambio de especies, particularmente de anostracos, a lo largo de la temporada que
la poza permanece inundada. Esto se ha hecho en pozas de California y encuentran
que el recambio general de especies es diferente de acuerdo a la época de muestreo
(Schneider y Frost, 1996). También podria considerarse el tiempo de duracion de la poza.
Esto esta ligado a la sucesion de especies, ya que al ser un ambiente cambiante existe
esa dinamica de sucesion que ya ha sido estudiado en pozas de California (Schneider y
Frost, 1996) donde encontraron que al aumentar la duracién de la poza se incrementa el

efecto de las interacciones bioticas dentro de la misma y se da una susecion de especies.

La especie B. lindahli se distribuye en pozas con mayor grado de disturbio, mientras
que B. sandiegonensis se le ha encontrado en pozas con caracteristicas mas pristinas
(Hathaway y Simovich, 1996), esto se debe a que tienen diferentes capacidades osmo-
rreguladoras, siendo B. lindahli el que tiene un intervalo mas amplio de osmorregulacién
comparado con B. sandiegonensis (Gonzalez et al., 1996). En la zona norte de Baja Ca-
lifornia se encontro la especie B. lindahli en pozas con mayor grado de disturbio, es decir
esas pozas se formaron sobre la carretera en terrenos donde se esta comenzando la
construccion de casas habitacionales. A diferencia de B. sandiegonensis que fue encon-
trado en pozas con agua transparente, el grado de disturbio en donde se encontr6 fue
menor. En algunas localidades (Los Valles Las Palmas y de Guadalupe) estas pozas
corren el riesgo de desaparecer debido a la expansidén antropogénica, por tanto se ame-
naza la diversidad e integridad de la especies, esto convierte a esas localidades en sitios

potenciales para la conservacion.

Estudios futuros deben evaluar la dinamica de las pozas comparando su diversidad es-
pecifica de acuerdo a la duracion de la época de inundacion de la poza, y su tamano.
También es relevante evaluar la relacion entre el disturbio antropogénico y la calidad de
agua, midiendo variables como cantidad de coliformes en el agua o productos de lim-
pieza y relacionados al cultivo en el agua de las charcas, con la diversidad especifica y

genética.
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4.2. Analisis de datos morfologicos

En la segunda hipétesis se planted que se esperaban diferencias morfoldgicas regionales
a lo largo de la distribucion de cada especie en el norte de la peninsula, dado que al
estar alejadas geograficamente entre si el flujo génico seria bajo por lo que se llegaria
a una diferenciacion morfolégica. Dicha diferenciacion podria suceder por adaptaciones
locales a condiciones del microhabitat o que hubiera diferenciacion morfolégica producto

del azar. Sin embargo, la variacion fenotipica fue muy baja y esta hipotesis se rechaza.

Se observd un patron de uniformidad fenotipica de ambas especies. Posiblemente esto se
deba a que hay un alto grado de flujo genético o a que aunque se hallen los organismos
distribuidos en diferentes regiones, las condiciones ambientales no son muy diferentes
entre si. Aunque también esta situacion podria darse debido que aln conservan las ca-
racteristicas morfoldgicas de los colonizadores originales y se han mantenido a lo largo
de diferentes eventos ambientales, ya que ese morfotipo es funcional en la zona hasta el
momento. Esta falta de estructura morfolégica ha sido observada en otros grandes bran-
chiopodos de pozas temporales de California como es el caso de Lepidurus packardi,
donde encuentran cinco linajes usando COl, pero no encuentran una diferenciacién mor-
fologica entre dichos linajes (Aguilar, 2012). A diferencia de especies europeas como el
caso de Chirocephalus kerkyrensis que se distribuye en ltalia y Grecia, y que exhibe una

alta diversidad morfoldgica (Ketmaier et al., 2012).

4.3. Diversidad genética de B. sandiegonensis

En el analisis del desequilibrio de ligamiento para los loci microsatelitales no se encon-
traron genes ligados por lo que la informacion obtenida de ellos no es redundante. Se
detectd una desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en algunas pozas, resultado del
déficit de heterocigotos. Esto ya ha sido registrado para otras especies de anostracos y
para B. sandiegonensis usando tanto microsatélites como alozimas (Davies et al., 1997;
Bohonak, 1998; Brendonck et al., 2000; Andrews, 2013). Este resultado puede deberse a
la presencia de alelos nulos, entre tanto su frecuencia en general es muy baja. También
esa desviacion se puede atribuir al efecto del traslape de generaciones dado por el ban-

co de quistes (Bohonak, 2005). El apareamiento no al azar también puede causar esta
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desviacion, esto es apoyado por los valores positivos altos del indice de endogamia que

se observan incluso en los locus con bajas frecuencias de alelos nulos (Tabla [8).

Los indices de endogamia positivos también han sido reportados en otros anostracos (Da-
vies et al., 1997; Bohonak, 1998; Brendonck et al., 2000; Andrews, 2013). La endogamia
se reporta principalmente en poblaciones pequenas. No obstante para el caso de estas
especies, este fenomeno puede suceder como resultado del proceso de colonizacion de
pozas, de manera que, después de varias generaciones, la mayoria de los individuos
provendran de los fundadores, manteniendo una relacion de parentesco entre los indi-
viduos de las pozas. Sin embargo, no todas las pozas presentaron indices positivos, lo
que puede deberse a que en algunos sistemas de pozas hay mas flujo genético que en
otras. Este flujo se da principalmente por la presencia de vectores que son capaces de
transportar a los quistes de un lugar a otro, siendo las aves migratorias a las que se les ha
considerado como el vector principal de transporte de los quistes. Sin embargo conside-
rando las pozas cercanas, lo mas probable es que sea otro vector (vacas, maquinaria de
cultivo, humanos), que este manteniendo el transporte de quistes dentro de los sistemas
de pozas. Otra forma en que los quistes son transportados dentro del mismo archipiélago
es en la temporada, cuando la poza esta seca y existan vientos capaces de mover esos

quistes de una poza a otra.

A nivel regional también se detectaron desviaciones del equilibrio de Hardy Weinberg en
las cuatro regiones por déficit de heterocigotos y valores de F;s altos. Sin embargo estos
resultados pueden estarse debiendo nuevamente al traslape de generaciones dado por
el banco de quistes (Bohonak, 2005) o a un efecto fundador, es decir que en cada region
pudo haber llegado un grupo pequeno de colonizadores, estos proliferaron en las pozas
de la region, y aunque exista intercambio de individuos dentro de las pozas de la misma

region, todos provienen de los mismos fundadores.

La diversidad genética encontrada en las poblaciones de B. sandiegonensis es baja y si-
milar entre pozas, en cuanto a los estimados de riqueza alélica, numero efectivo de alelos
y promedio de alelos por locus. Sin embargo, para los alelos privados son las pozas de

Valle Las Palmas las que cuentan con la mayor cantidad de ellos, indicando la existencia
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de un posible aislamiento o separacion del resto de las poblaciones. Al haber pocos ale-
los privados en el resto de las pozas pertenecientes a las mesas, se infiere que existe un

flujo genético que esta homogenizando los acervos genéticos en esas poblaciones.

A nivel de regién la diversidad genética es mas alta comparada con las pozas, y hay
una diferenciacion en los estimados de numero efectivo de alelos y nimero promedio
de alelos, donde la Mesa La Mision y Valle Las Palmas presentan los estimados mas
altos. La riqueza alélica permanece similar en las cuatro regiones, mientras que los alelos
privados diferencian a las regiones, siendo Valle Las Palmas la de mayor numero de
alelos, seguida de Mesa La Mision. Que se aumenten los estimados de diversidad a nivel
regional comparado con el nivel de poza tiene que ver con que se esta abarcando mas
area geografica y por tanto mas individuos. Sin embargo observando los resultados de los
alelos privados nuevamente hay un indicativo del aislamiento o separacion de Valle Las
Palmas respecto a las otras regiones. La alta diversidad encontrada en Valle Las Palmas
se deba a que fue un area llena de archipiélagos y debido a la expansién demografica
humana esas pozas se han ido perdiendo, y lo que se midio en este trabajo es un relicto

de esa gran poblacion que existio.

En la distribucion sur de B. sandiegonensis en el norte de Baja California el promedio
por locus es relativamente bajo comparado con lo encontrado para las poblaciones de B.
sandiegonensis de EUA que es de 25.43 alelos por locus. Esto puede deberse al grado de
fragmentacion del habitat donde se forman las pozas, ya que se ha visto que el disturbio
no tiene un efecto aparente sobre la diferenciacion genética de la especie (Andrews,
2013).

No se encontré una relacion entre la diversidad genética de cada poza con su tamano,
de esto se deduce que hay otros factores que estan influenciando la diversidad genética
de la especie, podrian ser factores antropogénicos, podrian ser otros factores ambienta-
les o la propia dinamica de la poza, es decir la complejidad de interacciones biolégico-
ambientales dentro de la poza. Con este resultado se rechaza la hipétesis donde se

esperaba que en las pozas de mayor tamafo hubiera mayor riqueza genética.
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4.4. Estructura genética de B. sandiegonensis

En la macroescala se encontraron dos componentes genéticos que estan estructurados
geograficamente. El primero esta presente en el Valle Las Palmas y el otro esta distribuido
en las mesas. Probablemente esto es resultado de un aislamiento histérico de las dos
regiones que puede estar relacionado con procesos geoldgicos o climaticos. El indice
de estructuracion entre ambas regiones es moderado (0.31), lo que indica que el flujo
genético esta siempre presente, pero es bajo, probablemente mediado por la distancia
geografica (soportado por los resultados) a la que se encuentran dichas regiones. Otros
factores implicados en mantener un flujo genético bajo pueden ser tamanos poblacionales
pequenos, lo que limita el nUumero de migrantes por generacion y un bajo nimero de
vectores desplazandose entre regiones, por condiciones no propicias en el medio de las

areas. Futuros estudios son necesarios para corroborar esta hipétesis.

En el nivel de mesoescala el grupo formado por las tres Mesas: Jesus Maria, El Descanso
y La Misién, esta formado por tres componentes genéticos que no tienen una correspon-
dencia geografica con las mesas. Esto da el primer indicio de la existencia de un alto flujo
genético entre las tres mesas, ese flujo se debe probablemente a las aves y también al
efecto antropogénico, ya que al comenzar a crear caminos entres las mesas el paso de
personas, ganado y autos es mas frecuente provocando una mayor transporte de quistes

de un sitio a otro.

Las distancias genéticas en general presentan un patron de ser pequenas a moderadas
en pozas de la misma region y son grandes entre las pozas diferente region. Sin embar-
go existen pozas como la MEDO5 (Mesa El Descanso) que tienen diferencias genéticas
pequenas con pozas de la Mesa La Mision y la EMI34 (ElI Mirador) que tiene diferen-
ciacion genética muy grande con pozas de la Mesa La Misidn que son las mas cercanas
geograficamente. Estos resultados reflejan la alta conectividad que se da dentro de las re-
giones dado probablemente por el movimiento del ganado, u otros animales que no tienen
la capacidad de moverse entre regiones como pequenos vertebrados, o por las maqui-
nas usadas en la agricultura (Bohonak y Whiteman, 1999; Bilton et al., 2001; Figuerola

y Green, 2002). La baja estructuracion entre estas regiones indica una conectividad pro-
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bablemente mediada por el transporte de quistes por las aves marinas migratorias que

pasan a los esteros costeros durante su viaje.

En el nivel de microescala, en la Mesa La Mision existen dos componentes genéticos que
no corresponden con la cercania geografica de las pozas de la mesa. Hay una mezcla de
componentes en la mayoria de las pozas. Esto es evidencia del flujo genético existente,
producto probablemente de los vectores como el ganado, personas y las maquinas usa-
das para el cultivo. Las distancias genéticas dentro de las localidades (Rancho Chichihuas
y La Mision) son pequenas y entre esas dos localidades son moderadas, comparadas con
las distancias con El Mirador que son mayores. La poza de El Mirador se encuentra en
la base de la Mesa, mientras que el resto de las pozas se encuentran en la cima de la
mesa. Eventos histéricos pudieron haberla separado de las pozas de la cima de la mesa,

siendo que antes era parte de un paisaje continuo en altitud.

El AMOVA indica que la diferenciacién genética entre y dentro de las localidades son
similares, nuevamente los vectores que se mantienen dentro de la mesa son los que se
encargan de mantener a las pozas conectadas, para el caso de la poza de El Mirador,
si bien al separarse fisicamente del resto de las pozas su conectividad disminuy0, esto
no implica que se aisld por completo del resto, es decir sigue habiendo alguna ave u otro
vertebrado o el mismo humano el que esta manteniendo esa baja conectividad entre El
Mirador con la cima de la Mesa. Tampoco se encontrd un aislamiento por distancia, con
esto se termina de enfatizar la existencia de una alta conectividad dentro de la mesa y en

menor grado entre la base y la cima de la mesa.

Para las poblaciones de B. sandiegonensis de California se reportaron dos componentes
genéticos (usando microsatélites), los cuales fueron dificiles de asignar por complejos
de pozas o por poza. Esos dos grupos estan separados por una zona de contacto bien
definida donde el flujo génico es restringido (Andrews, 2013), este mismo escenario se
repite en las poblaciones de Baja California, ya que en las regiones geograficas dentro
del grupo costero de nivel mesoescala y en la Mesa La Mision a nivel microescala no
se pueden definir la concordancia de los componentes genéticos con la geografia, pero a

nivel macroescala es evidente que hay un contacto restringido entre los dos componentes
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genéticos encontrados.

En la tercera hip6tesis de trabajo se propone la existencia de una alta estructura genética
en B. sandiegonensis dada por la baja dispersion de la especie y la cualidad de aisla-
miento de las pozas; esta hipotesis se acepta a nivel macroescala, pero es rechazada a

nivel meso y microescala.

4.5. Citocromo Oxidasal

La cuarta hipdtesis de este trabajo propone que habran linajes evolutivos diferentes resul-
tado de un contacto restringido entre mesas y valles. Esta hipdtesis se rechaza, ya que
se encontrd un solo linaje mitocondrial que se comparte con poblaciones de la especie

en San Diego.

La diversidad haplotipica y nucleotidica es baja, los haplotipos encontrados son pocos y
muy parecidos entre si. Si se considera que el paisaje era altitudinalmente continuo, esta
baja diversidad puede deberse a una separacion reciente. Otra razén que puede explicar
la baja diversidad es una colonizacién reciente de esta regiéon y un efecto fundador mar-
cado. Por lo que un analisis que considere la distribucién en Baja California de la especie
pueda dar mayor resolucion de eventos histéricos o0 mas actuales relacionados con los

niveles de diversidad y su distribucion geografica.

Los pocos individuos analizados pertenecen a un solo linaje que se distribuye desde esta
region hasta las localidades de Lago Otay, Mesa Otay y Valle Marron (Bohonak, 2005). Sin
embargo, aunque se comparte el linaje hay evidencia de haplotipos Unicos en la region
de Baja California. El linaje compartido puede ser resultado de ancestria compartida o del
flujo genético entre las poblaciones de Baja California y EUA. El analisis de mas individuos

en esta region permitira abordar estas preguntas.

En otras especies de los grandes branquiopodos en California se han reportado la exis-
tencia de varios linajes mitocondriales y la divergencia entre ellos puede ser alta, como
es el caso de Lepidurus packardi que tiene cinco clados distribuidos en dos valles (dos

clados en una valle y los otros tres clados en el otro valle) este patron filogeografico lo
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atribuyen a la historia de vida, las interacciones historicas y al régimen climatico reciente
que es diferente an ambos valles (Aguilar, 2012). Pero también esta el caso contrario,
en la especie B. lynchi que se distribuye al centro de California, no hay evidencia de la
existencia de un patrén de estructura filogeografico claro, para este caso son la disper-
sién limitada de la especie y la diversificacion subregional los posibles causantes de ese
patron (Aguilar, 2010). Aun aumentando el area de estudio como es el caso de la especie
europea Chirocephalus kerkyrensis que se encuentra en pozas de Italia y Albania, donde
existen tres linajes, dos restringidos a cada una de las areas, pero el tercero es un lina-
je compartido, sigue manifestandose ese intercambio de individuos a través de grandes

distancias (Ketmaier et al., 2012).

Los tres casos anteriores registran haplotipos Unicos restringidos a una sola localidad, y
lo mismo sucede en B. sandiegonensis (Bohonak, 2005; Aguilar, 2010, 2012; Ketmaier
et al., 2012). Esto fue observado en las pocas muestras que se tienen en este trabajo.
Sin embargo falta por explorar mas la parte de los linajes mitocondriales su distribucion,

diversidad y estructura en las regiones de Baja California.

El impacto de las actividades antropogénicas sobre las pozas temporales, principalmente
el cambio acelerado de uso de suelo, asi como la baja diversidad genética y morfoldgica
encontrada en B. sandiegonensis y el flujo genético restringido a nivel regional, convierte
a esta especie en un objetivo vulnerable a la extincion local de sus poblaciones. Por ello
es necesario dirigir esfuerzos de conservacion para preservar las pozas y por ende las

especies que las habitan.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se identificaron dos especies del género Branchinecta en el norte de Baja California: B.

sandiegonensis Fugate, 1993 y B. lindahli Packard, 1883.

Se amplié el intervalo de distribucion hacia el sur para B. sandiegonensis, ademas se

aumentaron los registros para B. lindahli en la region.

Se observé que no hay diferencias fenotipicas entre poblaciones de la misma especie a
lo largo de la regién norte de Baja California. Se logré la estandarizacion de cinco micro-
satélites nucleares para B. sandiegonensis, asi como la secuenciacién del gen Citocromo
Oxidasa subunidad | (COI).

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg encontradas en algunas pozas, asi co-

mo los valores positivos de F;¢ son probablemente debidos a la endogamia.

A nivel nuclear, se encontré una estructura geografica fuerte entre Valle Las Palmas y
el resto de las regiones muestreadas. Entre tanto, en las pozas de la region costera hay
evidencia de altas tasas de flujo genético, siendo mayores dentro de las mesas que entre

las mesas.

Se encontré un linaje mitocondrial en B. sandiegonensis que también se ha registrado
en la parte norte de la distribucion de la especie. Se encontraron tres haplotipos Unicos

restringidos a Valle Las Palmas, Mesa Jesus Maria y Mesa La Mision.

Al haber encontrado una baja diversidad genética y la baja conectividad entre Valle Las
Palmas y las demas mesas, se evidencia el riesgo en que se encuentran las pozas de
esta region, aunado la expansion antropogénica que se esta presentando alli la cual ya
acabd con un alto porcentaje de las pozas temporales, poniendo en riesgo la permanencia

de componente genético Unico.

En el caso de las pozas de las demas mesas, si bien hay una alta conectividad entre ellas,
también hay un cierto grado de impacto antropogénico que las amenaza. Es necesario

medir ese impacto y valorar la situacion de esas pozas para su conservacion.
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Se desconoce la existencia de una sucesion de especies a lo largo del tiempo en las po-
zas en la regién de Baja California, o si permanece una sola especie a lo largo del tiempo
de vida de la poza. Es necesario realizar estudios que aborden muestreos multitempora-

les.

Se midio la diversidad genética de una sola especie (B. sandiegonensis) que habita pozas
con bajo disturbio y se analizé en época de lluvias atipicas; falta medir la diversidad
genética de B. lindahli que habita pozas y zonas con alto grado de disturbio e impacto
antropogénico. Ademas de hacer un trabajo comparativo de la diversidad genética de la
especie B. sandiegonensis en la temporada de pocas lluvias contra una temporada de

lluvias altas como lo que se espera a la llegada del fenémeno El Nino.

Hace falta determinar la relacion filogeografica de B. sandiegonensis en la region norte
de Baja California con las poblaciones de San Diego. Lo mismo sucede con B. lindahli,

con ello se podria conocer la historia de colonizacion de B. lindahli en la peninsula.
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Muestra Poza BsH106 BsB201 BsH120 BsB8 BsH101
CHI15016 CHI15 130 130 397 399 246 246 143 155 318 318
CHI15018 CHI15 130 130 397 397 254 432 151 151 318 318
CHI15019 CHI15 118 118 397 399 246 246 147 151 O 0
CHI15020 CHI15 130 130 397 399 246 246 143 143 318 318
CHI15021 CHH5 130 130 397 397 O 0 161 161 318 318
CHI15025 CHI15 118 130 397 397 246 246 143 143 318 318
CHI15064 CHI15 130 130 397 397 246 262 143 169 318 318
CHI15065 CHI15 130 130 397 399 246 246 147 147 318 318
CHI16038 CHI16 130 142 399 399 246 266 147 147 318 318
CHI16039 CHI16 130 142 397 397 246 246 143 155 318 318
CHI16042 CHI16 130 142 397 397 246 246 165 177 318 318
CHI16044 CHI16 130 130 399 399 246 266 149 155 318 318
CHI16054 CHI16 130 142 397 397 O 0 155 155 318 318
CHI16056 CHI16 142 142 397 397 266 266 155 155 O 0
CHI16057 CHI16 130 130 397 397 246 246 155 155 318 318
CHI16053 CHI16 0 0 397 397 266 266 149 161 318 318
CHI17076 CHI17 130 138 397 397 246 404 169 169 318 318
CHI17078 CHI17 118 130 397 397 246 266 147 161 318 318
CHI17080 CHI17 118 130 397 397 254 254 149 149 318 318
CHI17081 CHI17 130 130 397 397 246 246 159 159 0O 0
CHI17088 CHI17 130 130 397 399 266 266 143 143 0 0
CHI17089 CHI17 138 142 397 397 246 266 147 147 318 318
CHI17090 CHI17 130 134 397 397 404 404 143 159 318 318
CHI17091 CHI17 130 130 397 397 0 0 147 147 318 318
CHI17093 CHI17 118 118 397 397 246 246 143 155 318 318
EMI34347 EMI34 118 118 397 397 396 400 147 155 318 318
EMI34348 EMI34 118 118 397 397 254 254 147 147 O 0
EMI34349 EMI34 118 118 397 397 266 266 147 155 318 318
EMI34350 EMI34 118 118 397 399 254 254 155 155 318 318
EMI34351 EMI34 118 118 399 399 254 400 147 155 318 318
EMI34352 EMI34 118 118 397 399 254 266 155 155 318 318
EMI34353 EMI34 118 118 397 399 266 266 147 155 318 318
EMI34354 EMI34 118 118 399 399 254 254 147 155 318 318
EMI34356 EMI34 118 118 397 399 254 408 155 155 318 318
EMI34357 EMI34 118 118 397 397 254 266 147 155 318 318
MED01243 MEDO1 118 138 397 397 246 246 147 161 O 0
MEDO1244 MEDO1 118 138 389 397 246 246 147 161 O 0
MEDO1245 MEDO1 118 118 389 397 262 262 161 161 O 0
MEDO1246 MEDO1 118 118 389 399 246 364 161 169 O 0
MED01249 MEDO1 118 118 389 389 246 246 143 169 318 318
MED01250 MEDO1 118 118 389 397 246 262 161 161 318 318
MEDO1251 MEDO1 118 118 397 397 246 258 161 161 O 0
MEDO1252 MEDO1 118 138 389 397 246 262 161 161 318 318
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Muestra

Poza

BsH106

BsB201

BsH120

BsB8

BsH101

MEDO01285
MEDO01286
MEDO02253
MEDO02254
MEDO02255
MED02257
MEDO02258
MEDO02259
MEDO02260
MEDO02261
MEDO02262
MEDO05264
MEDO05265
MEDO05269
MEDO05272
MEDO05387
MEDO05388
MEDO05389
MEDO05390
MJM35367
MJM35368
MJM35369
MJM35370
MJM35371
MJM35373
MJM35374
MJM35375
MLMO01026
MLMO1027
MLMO1028
MLMO1029
MLMO01030
MLMO1031
MLMO01032
MLMO1033
MLMO1034
MLMO1036
MLM23147
MLM23148
MLM23150
MLM23151
MLM23152
MLM23153
MLM23154

MEDO1
MEDO1
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO2
MEDO05
MEDO05
MEDO05
MEDO5
MEDO05
MEDO05
MEDO05
MEDO05
MJM35
MJM35
MJM35
MJM35
MJM35
MJM35
MJM35
MJM35
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLMO1
MLM23
MLM23
MLM23
MLM23
MLM23
MLM23
MLM23

118
138
118
138
138
118
118
138
118
118
118
118
126
118
118
118
118
0

138
130
130
130
130
130
130
0

130
122
122
122
122
122
118
118
122
118
118
122
118
122
122
118
142
122

118
138
118
138
138
118
138
138
118
138
130
142
134
134
130
142
138
0

142
130
130
138
134
130
138
0

138
142
130
130
138
122
130
122
122
122
142
142
142
142
142
142
142
130

389
389
389
389
397
397
397
397
397
389
397
397
395
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397

389
399
397
399
399
399
399
399
397
397
399
397
399
399
399
397
397
397
399
397
397
397
399
395
397
397
397
397
397
399
397
399
397
397
399
397
399
397
397
397
399
397
397
397

246
250
0

246
246
246
262
246
246
246
246
246
246
246
246
0

246
246
0

250
294
310
250
294
250
250
250
254
246
246
246
266
0

246
246
246
266
246
246
246
246
266
0

246

262
250
0

246
262
246
262
246
246
246
262
254
324
266
262
0

246
246
0

250
294
310
294
294
262
294
250
254
246
246
266
396
0

324
400
246
266
246
266
266
246
408
0

254

161
161
147
161
147
161
147
161
169
161
161
155
147
149
147
167
167
153
147
143
143
151
147
149
143
181
159
143
155
143
143
143
147
143
143
143
143
155
147
149
147
147
149
155

161
161
161
161
161
161
161
161
169
169
161
155
159
149
155
167
167
153
147
143
175
151
147
149
143
181
159
147
155
155
155
147
147
147
155
155
143
155
147
149
159
155
155
161

318
0
318
0
0
318
0
318
0
318
0
0
0
318
0
318
0
318
318

318
318
318

318

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318

318
318
318
318
318
318

318
0
318
0
0
318
0
318
0
318
0
0
0
318
0
318
0
318
318

318
318
318

318

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318

318
318
318
318
318
318
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Muestar

Poza

BsH106

BsB201

BsH120

BsB8

BsH101

MLM23155
MLM23156
MLM23157
MLM25175
MLM25176
MLM25177
MLM25178
MLM25179
MLM25180
MLM25181
MLM25182
MLM25183
MLM25184
MLM28205
MLM28206
MLM28207
MLM28208
MLM28209
MLM28210
MLM28211
MLM28212
MLM28213
MLM28214
VLP31287
VLP31288
VLP31289
VLP31290
VLP31291
VLP31292
VLP31293
VLP31294
VLP31295
VLP31296
VLP32307
VLP32308
VLP32309
VLP32310
VLP32311
VLP32318
VLP32319
VLP32320
VLP32321
VLP32322

MLM23
MLM23
MLM23
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM25
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
MLM28
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP31
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32
VLP32

130
130
0

122
122
122
122
122
122
110
122
122
122
118
0

130
130
130
118
130
118
118
118
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122

142
142
0

122
122
122
138
142
122
122
122
122
122
142
0

130
130
142
130
130
130
142
142
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122

397
397
397
389
397
397
397
395
389
397
397
397
397
397
389
397
389
397
389
397
397
397
389
399
399
399
399
399
399
399
399
399
399
399
399
401
399
399
399
401
399
399
401

397
397
397
397
397
397
399
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
397
399
399
401
401
401
401
399
401
401
399
399
401
401
403
403
401
401
401
401
403

246
246
246
0

246
246
246
246
246
246
258
246
400
254
254
254
246
246
246
266
246
246
246
274
274
278
274
286
278
278
278
278
274
286
278
274
274
274
266
274
278
274
278

246
266
266
0

324
266
258
266
246
254
258
258
400
254
254
254
246
266
266
266
266
246
254
274
278
278
278
290
278
278
278
286
286
286
278
278
274
286
274
278
286
290
278

147
149
155
143
147
149
159
147
149
159
149
149
147
143
143
143
143
147
143
143
147
143
143
179
161
161
183
143
179
175
161
181
177
185
161
197
163
185
175
171
175
163
177

147
159
161
159
149
159
161
161
149
161
159
159
155
143
143
147
147
147
147
143
147
147
147
187
179
173
183
191
179
175
161
181
177
185
173
197
173
185
183
179
175
177
181

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
0

0

318
318
0

318
318
318
318
318
0

0

318
318
318
0

318
318
318
0

0

318
318
0

318

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
0

0

318
318
0

318
318
318
318
318
0

0

318
318
318
0

318
318
318
0

0

318
318
0

318
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Muestra

Poza

BsH106

BsB201

BsH120

BsB8

BsH101

VLP33327
VLP33328
VLP33329
VLP33330
VLP33331
VLP33332
VLP33333
VLP33334
VLP33335
VLP33336

VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33
VLP33

122
122
122
122
122
122
122
122
122
122

122
122
122
122
122
122
122
122
122
122

401
399
399
399
399
399
401
399
399
399

401
401
399
401
399
399
401
399
401
399

246
278
274
278
274
262
278
278
274
278

278
278
298
282
278
270
278
286
278
282

179
163
0

0

189
0

161
163
181
161

179
163
0

0

195
0

161
163
193
161

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318

318
318
318
318
318
318
318
318
318
318
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Apéndice B. Secuencias COI

CHI15018
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

CHI15020
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGANCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATNCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGNTCCGTAGGTATCACAGCTNTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

CHI16039

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATG-————————————————————

CHI16058
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC
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CHI17090

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACNACCAGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCNATCCAGC

CHI17093
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

MED01244

AATGTTAATTCGGGCGGAATTANGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG

MEDO01245

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC
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MEDO01285

AATGTTAATTCGGGCGGAATTANGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

MED01286

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GANTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCNGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATNACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

MJM35368

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAACAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCACGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTGGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTTATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCA—-

MJM35375

AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAACAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCACGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTGGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTTATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC
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MIM23152
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCAGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATNCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCNATCCAGC

MIM23156
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

MIM25179
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

MILM25180
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCAGGATCTCTTTTAGGAGATGANCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGNTCCGTAGGTATNACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC
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MIM28206
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAGCAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCAGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGGTCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

VLP31289
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAACAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTACTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCGGGTGTTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC

VLP31290

AATGTTAATTCGGGCGGAATTANGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAACAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTGCTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTANCGGGTATTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG

VLP33333
AATGTTAATTCGGGCGGAATTAGGACAACCGGGATCTCTTTTAGGAGATGAACAATTATATAAC
GTTATTGTTACAGCTCATGCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCTTAATTGGAG
GATTTGGAAATTGATTAGTCCCTATTATACTCGGAGCTCCAGATATAGCATTTCCACGATTAAA
TAATCTAAGATTTTGAATACTCCCTCCAGCTTTAACTCTTCTGCTAGCAGGATCAATAGTAGAA
AGTGGGGCTGGAACTGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCTGCGGGAATTGCTCATGCAGGGC
CTTCAGTGGATCTTTCTATTTTTGCTCTTCATCTAGCGGGTATTTCATCTATTCTCGGTGCAGT
TAATTTTATTACAACCATCCTAAACATGCGGCCCTCCTCTATGTCATTAGACCGAATACCCTTA
TTTGTATGATCCGTAGGTATCACAGCTGTTCTTCTTCTTCTCTCTCTTCCCGTATTGGCAGGAG
CCATTACTATATTACTTACAGACCGTAATCTTAATACATCTTTCTTCGATCCAGC
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