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Resumen

Uno de los organismos que presenta mayor complejidad taxondmica es el Passalus
punctiger (LePeletier y Serville, 1825). Posee el mayor ambito de distribucion geogréfica entre
las especies del Nuevo Mundo. Conocido desde el norte de México hasta el norte de Argentina, es
el pasélido de mayor distribucion en la zona tropical y subtropical de América. Cuenta con 53
nombres (0 sinonimias), siendo el coledptero con el mayor nimero de sinénimos. No existen
estudios que demuestren el grado de diferenciacion genética entre y dentro de las poblaciones. Se
elabor6 una filogenia molecular de Passalus punctiger usando maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana de secuencias de la region mitocondrial 12S con 15 poblaciones de P. punctiger
provenientes de Guatemala, Nicaragua, Colombia y Bolivia. Se encontr6 que existen distintas
subpoblaciones homogeéneas y subpoblaciones que se agruparon en distintos clados, sugiriendo la
posibilidad de un flujo genético. De acuerdo con la literatura, 12S es un conservado a nivel de
especie y poblacion. Aun asi, la filogenia obtenida a partir del gen 12S rRNA no resuelve la

historia evolutiva de Passalus punctiger.



Abstract

One of the organisms with major taxonomic complexity is Passalus punctiger (LePeletier
y Serville, 1825). It has the greatest geographical distribution among the New World species.
Knows from the north of Mexico to the north of Argentina, it is the most widely distributed in the
tropical and subtropical zone of America. It has 53 (or synonyms), being the Bess beetle species
with the greatest number. There are no studies that demonstrate the degree of genetic
differentiation between and within populations. | elaborate a molecular phylogeny of Passalus
punctiger using maximum likelihood and Bayesian inference with sequences of 12S
mitochondrial region with 15 populations of Passalus punctiger from Guatemala, Nicaragua,
Colombia and Bolivia. | found different homogeneous sub-populations and subpopulations
grouped into different clades, suggesting genetic flow. According to the liretarure 12S is a
conserved gene, at species and populations levels. Yet, the phylogeny obtained using the gene

12S rRNA does not resolve the evolutionary history of Passalus punctiger.



.  INTRODUCCION

En las Gltimas décadas ha sido mas claro que los analisis morfolégicos resultan ser incompletos
para la correcta y precisa clasificacién taxonémica de los organismos. Los métodos de identificacion
basados en aspectos morfoldgicos necesitan del respaldo molecular, ya que existen grupos cuya taxonomia
resulta complicada de realizar debido a que no hay caracteres distintivos del grupo (Junqueira et al., 2002;
Chen et al., 2010).

En dichos grupos, segmentos especificos del genoma podrian considerarse caracteres para la
identificacion a nivel de poblacién. Las secuencias de ADN podrian ser homélogas y hasta podrian
dilucidar relaciones taxonémicas inconclusas para la taxonomia actual. Un paso previo e indispensable en el
analisis molecular es la obtencién de ADN de calidad y cantidad aceptables para su analisis posterior, que

sea costo-efectivo y que pueda aplicarse a organismos frescos y preservados.

Se tomo6 como base la especie de Passalidae (Coledptera) Passalus punctiger LePeletier y Serville
1825, una de las especies con mayor complejidad taxonémica dentro de la familia (Schuster, 1978). Esta
especie posee el mayor ambito de distribucién geografica de Passalidae en este hemisferio, desde el norte de
México (o desde Arizona, muy probablemente) hasta el norte de Argentina (Schuster, 1978; Reyes-Castillo

2004) y es la especie con mayor nimero de sindnimos (Hincks y Dibb, 1935).

Ademaés, se utilizd al P. punctiger como un organismo modelo para comparar métodos de
extraccién de ADN, que fue posteriormente amplificado usando el marcador mitocondrial 12S, Gtil para la

elaboracion de filogenias.






II.  ANTECEDENTES

A. Familia Passalidae

Los pasalidos se diferencian de otros coledpteros de la Superfamilia Scarabaeoidea por su cuerpo
alargado, aplanado y negro o rojizo brillante, con poco o nulo dimorfismo sexual externo (Reyes-Castillo,
2003; Jiménez-Ferbans y Amat-Garcia, 2010). Los élitros, a excepcion de algunas especies, se encuentran
fuertemente surcados y las antenas no forman un mazo compacto como corresponde a los Scarabaeidae
(Jiménez-Ferbans y Amat-Garcia, 2010). Generalmente, habitan madera podrida de angiospermas y tienen
un papel ecoldgicamente importante en la formacion de suelos a través de la degradacion de madera de
bosque, contribuyendo en los procesos de reciclaje de materia organica (Reyes-Castillo, 2003; Cano y
Schuster, 2012). Son subsociales, es decir, no presentan castas, pero poseen un alto nivel de sociabilidad,
encontrdndose un traslape de generaciones en sistemas de t(neles dentro de troncos en proceso de

descomposicién (Schuster y Schuster, 1997).

Se distribuyen en las zonas tropicales y algunas templado-himedas en el mundo (Boucher, 2005;
Amat-Garcia et al., 2004) con preferencia hacia ambientes himedos (Reyes, 2004). Actualmente se tienen
registros de especies cuya distribucion llega hasta el norte de México, Canada y Japdn, y otras que llegan al
sur en Uruguay, Argentina y Tasmania (Schuster, 1978). En el Nuevo Mundo se encuentra Gnicamente la
subfamilia Passalinae (Schuster, 1978) representado por dos tribus, Passalini y Proculini (Schuster, 1978;
Jiménez-Ferbans y Amat-Garcia, 2010). Passalus punctiger Lepeletier y Serville, de la tribu Passalini,
posee la distribucion mayormente meridional de toda la familia, registrada desde Buenos Aires, Argentina,
hasta México (Schuster, 1978).

El conocimiento taxonémico de la familia inicié con la publicacién de la décima edicién del
Systema Naturae de Linnaeus (1758:354), en el cual se encontraba la descripcién de Scarabaeus interruptus
nativo de América y Unica especie conocida durante gran parte de la segunda mitad del siglo XVIII (Reyes-
Castillo, 1970). Esta especie fue transferida al género Lucanus en 1767 por Linnaeus y en 1792 a Passalus,
por Fabricius (Reyes-Castillo, 2003).

A principio del siglo XIX, Leach (1815) cred la familia Passalidae, en la cual agrup6 a 14 especies
que habian sido descritas hasta esa fecha. En 1819 MacLeay estableci6 el género Paxillus con base en dos
especies americanas y que fue considerado sindnimo de Passalus por los autores posteriores (Reyes-
Castillo, 1970). Durante los primeros dos tercios del siglo XIX, la familia Passalidae comprendia
Unicamente al género Passalus, en el cual, en la primera monografia mundial Percheron (1835, 1841)
integré a 85 especies provenientes de los trépicos. En 1852 Smith publicé el primer catdlogo mundial en el

que reconocid 101 especies. Hacia finales de dicho siglo, Kaup (1868, 1871) dividi6 la familia en cinco



subfamilias y establecié 63 géneros, que contenian mas de 175 especies (Gemminger y Harold, 1868). En
1891, veinte afios mas tarde, Kuwert aumento la cantidad de especies descritas y la cantidad de subfamilias
a 37, lo que permiti6 agrupar a 80 géneros y 59 especies (Kuwert, 1897, 1898).

En la primera década del siglo XX, Zang (1905) y Arrow (1907) se dedicaron a solucionar los
problemas de nomenclatura que habian surgido debido a la division artificial de géneros, especies y
variedades que habian sido previamente propuestas por Kuwert en el siglo anterior. En 1918, Gravely
publicé su monografia mundial de pasalidos, en la cual reagrup6 la familia en siete subfamilias y 53
géneros. También establecié un nuevo sistema de clasificacion que posteriormente fue usado por Hincks
(1935) y Dibb (1958) en su catalogo mundial.

Actualmente la familia Passalidae se encuentra dividida en dos subfamilias: Aulacocyclinae y
Passalinae (Reyes-Castillo, 1970). La primera se encuentra presente en Asia, Australia y Nueva Caledonia,
mientras que Passalinae se encuentra en el Viejo y Nuevo Mundo, dividida en cinco tribus, de las cuales dos
estdn presentes en el continente americano, Passalini y Proculini, siendo esta Gltima originaria de dicha
region (Reyes-Castillo, 1970, 2003; Boucher, 2006).

B.  Passalus punctiger LePeletier y Serville 1825 (ColeoOptera: Passalidae)

Passalus punctiger LePeletier y Serville 1825, conocido desde el norte de México hasta el norte de
Argentina, es el pasalido con mas amplia distribucién geogréafica de la region tropical y subtropical de
América (Schuster, 1978; Reyes-Castillo, 2004). A la fecha, esta especie tiene 53 sinénimos (o sinonimias)
(Kuwert, 1891; Hincks y Dibb, 1935, 1958), siendo la especie con mayor nimero de sinonimias dentro de la
familia Passalidae.

Se encuentra en una gran variedad de habitats como bosques tropicales himedos y secos, bosques
nubosos y bosques mixtos de pino-encino. Llega hasta los 1,900 metros sobre el nivel del mar (Schuster
1983, Reyes-Castillo 2003). Es un pasélido de habitos subcorticolas (bajo la corteza) y duramicolas (dentro
del tronco) (Reyes-Castillo 2003). Se encuentra desde la primera hasta la Gltima etapa de descomposicion
en los troncos de ciertas especies de dicotiledoneas como el jocote jobo (Spondias radlkoferi
(Anacardiaceae)), amapola (Bernoullia flammea (Malvaceae)), el indio desnudo (Bursera simaruba
(Burceraceae)) y el guarumo (Cecropia obtusifolia (Urticaceae)), entre muchas otras, incluyendo troncos
de arboles de encino y coniferas (Reyes-Castillo 1970, Morén et al. 1985, Castillo 1987, Castillo y Moron
1992, Lobo y Castillo 1997, Castillo y Reyes-Castillo 2003, Reyes-Castillo 2004). Como consecuencia de
su amplia distribucién y variacion morfoldgica, se han descrito muchas especies, las cuales finalmente,

fueron consideradas como una sola especie en el catilogo de Hincks (1935) y Dibb (1958).



C. Genes mitocondriales

La mitocondria es un organelo de doble membrana responsable de la respiracion celular en los
organismos eucariontes (Voet y Voet, 2006). Contiene su propio ADN (ADN mitocondrial), que es
circular, es cerrado y esta compuesto por dos cadenas de polinucle6tidos, una pesada y otra ligera. EI ADN
mitocondrial es una cadena que se puede replicar a si misma, por lo que existen multiples copias en la
matriz mitocondrial (Voet y Voet, 2006; Lodish, 2005). Esta molécula codifica varias proteinas y diferentes
tipos de ARN (Boore y Brown, 1994; Rollinson et al., 1998).

Estudios realizados con distintas especies han permitido establecer la organizacién, ubicacion y
distribucion de los genes en el ADN mitocondrial (Rubinoff, 2005; Arif y Khan, 2009; Patwardhan et al.,
2014). La ventaja de emplear los genes mitocondriales en analisis taxondmicos y filogenéticos es que se
encuentran altamente conservados y no poseen intrones (Yokobory et al., 2004). Los genes mas
comUnmente utilizados en estudios filogenéticos son las subunidades ribosomales 12S y 16S, y las 13
subunidades de proteinas de la cadena respiratoria (i.e. Citocromo oxidasa c, subunidades I-111 [COl a 1l1];
Citocromo b, apoenzima [CYTB] y ATP sintetasa, subunidades 6 y 8 [ATPasa6 y ATPasa 8])
(Wolstenholme, 1992; Douzery y Randi, 1997; Yokobory et al., 2004; Archila, 2009; Beza-Beza, 2009;
Beza-Beza et al., 2013).

Durante la primera década del siglo XXI un fragmento del gen Citocromo ¢ Oxidasa subunidad |
(COl) fue empleado para la identificacién de especies en animales (Hebert et al., 2003a; Hebert et al.,
2003b). Desde entonces ha sido usada exitosamente como codigo de barras de ADN para muchos taxones

de vertebrados e invertebrados (International Barcode of Life Project, 2009; Klarica et al., 2012).

Recientemente se ha observado que el gen COI posee una alta tasa de evolucién (Douzery y Randi,
1997). Este gen resulta apropiado para estudiar las relaciones entre especies y poblaciones que han
divergido entre los Gltimos 5-10 Ma (Douzery y Randi, 1997; Rollinson et al., 1998; Quinteiro et al., 2005;
Monaghan et al., 2007; International Barcode of Life Project, 2009;Klarica et al., 2012)

Alternativamente, otros genes mitocondriales tales como 12S y 16S han sido empleados como
marcadores moleculares para delimitar especies (Simon et al., 1994; Caterino et al., 2000). Estos genes han
presentado una tasa de evolucién filogenética que permite brindar resultados de eventos antiguos por su
grado de conservacion (Bonnaud et al., 1994; Rzetzky, 1995). El gen 12S fue empleado para realizar
andlisis filogenéticos con pasalidos, resultando muy apto (Archila, 2009; Beza-Beza, 2009), aunque con

limitaciones (Cano et al., 2016). Empleando este marcador fue posible establecer una correlacion entre la



diversidad genética, las relaciones filogenéticas de poblaciones de Ogyges del grupo Laevissimus y su
distribucion geografica (Beza-Beza, 2009; Beza-Beza et al., 2011).

D. Biogeografia molecular

Con el aumento exponencial en la cantidad de datos moleculares generados de una gran variedad
de taxa, el uso de esta informacion para la reconstruccion de eventos evolutivos se esta volviendo cada vez
mas comdn (Crandall y Templeton, 1996; Rokas y Carroll; 2006). La informacion molecular puede ser
usada para resolver relaciones evolutivas entre especies o categorias mayores dentro de una filogenia, bajo
la premisa de que la similitud genética disminuye a medida que la divergencia de tiempo aumenta (Riddle et
al., 2008; Mantooth y Riddle, 2011). Una filogenia calibrada por tiempo permite la estimacién de tiempo
desde la divergencia de los linajes (Llorente-Bousquetes y Morrone, 2001). Ademas, permite examinar el
contexto geogréafico del evento evolutivo, asociando el tiempo de divergencia con el pasado geoldgico, los

eventos climaticos u otros aspectos relacionados con la historia de la tierra (Mantooth y Riddle, 2011)

La biogeografica molecular es la serie de aproximaciones que emplean datos genéticos para dirigir
y fundamentar la estructura biogeografica de linajes (Riddle et al., 2008). Pretende dar forma a los patrones
de distribucion y las filogenias de organismos y poblaciones a través de una combinacién de los eventos
evolutivos y de la historia de la tierra (Avise, 2004; Mantooth y Riddle, 2011).

La filogenética molecular estudia el orden de eventos evolutivos representados de forma grafica a
través de arboles que describen la relacion entre especies a lo largo del tiempo (Huson y Bryant, 2005).
Hoy las filogenias son empleadas en casi todas las ramas de la biologia. Ademas de representar la relacion
entre especies, también describen la relacion entre las historias de poblaciones de organismos, la dindmica
epidemioldgica de patégenos vy la relacion entre células somaticas durante la diferenciacion y el desarrollo
del cancer, entre otras aplicaciones (Mantooth y Riddle, 2011). Los métodos cominmente utilizados para

inferir filogenias incluyen la Méaxima Parsimonia, la Maxima Verosimilitud y la Inferencia Bayesiana.



1. Méxima Verosimilitud (MV)

En 1981, Felsenstein present6 el método de “Maximum-Likelihood” para inferir filogenias a
partir de secuencias homologas de ADN. Este método busca el arbol méas probable a partir de la explicacion
de patrones de datos con mayor verosimilitud (Cardoso, 2013). En los arboles elaborados a partir de este
método, cada caracter es analizado y tratado como informativo. Caracteres constantes o autapomorficos
acarrean informacion (Black IV y Barker, 2005). La maxima verosimilitud asume que la tasa de
sustituciones es la misma en distintos sitios de nucledtidos (Yang, 1993). La principal limitacion de este

método es que el andlisis de grandes segmentos de datos requiere bastante tiempo (Chalis, 2006).

2. Inferencia Bayesiana

La Inferencia Bayesiana se basa en la probabilidad posterior de la distribucion de un éarbol
(Cardosa, 2013; Huelsenbeck et al., 2001). La probabilidad posterior de la distribucion de un arbol puede
ser interpretada como la probabilidad que determinado arbol sea correcto (Cardosa, 2013). La probabilidad
posterior requiere la sumatoria de todos los &rboles generados por cada &rbol generado, integrando todas las
posibles combinaciones del largo de las ramas y la sustitucion de los pardmetros modelo (Drummond y
Rambaut, 2007). Debido a que la probabilidad posterior no puede ser calculada analiticamente, se emplea
una simulacion técnica llamada cadena de Monte Carlo Markov (MCMC) para tener una aproximacion de
la probabilidad posterior (Cardosa, 2013).

3. Méxima parsimonia

La maxima parsimonia es el método que asume a priori que el cambio evolutivo es poco probable
(Felsenstein, 1981). Este método consiste en buscar los arboles filogenéticos mas cortos posibles, de modo
que se minimiza el nimero de mutaciones que deben haber ocurrido (Cardoso, 2013). Si la cantidad de
cambios registrados es pequefia a lo largo del tiempo evolutivo considerado, el método de maxima

parsimonia estaria correctamente justificado como método estadistico (Felsenstein, 1981).






l1l. JUSTIFICACION

Passalus punctiger (LePeletier y Serville, 1825) es conocido con seguridad desde el norte de
México hasta el norte de Argentina. Es el pasalido de mayor distribucion a nivel tropical y subtropical
(Reyes-Castillo, 2004; Schuster, 1978). Esto explica la razon por la cual, a la fecha, existen 53 nombres o
sinonimias (Kuwert, 1891; Hincks, 1935; Dibb, 1958), siendo el pasalido con la mayor cantidad de
nombres. Schuster (1983) encontré que existe diferencia significativa en el tamafio (largo total) entre las
poblaciones de P. punctiger de las costas del Pacifico y el Atlantico de Guatemala (el Gnico espécimen
conocido de las islas Galapagos tiene mayor similitud con la poblacion de las costas del Pacifico
guatemalteco que con los especimenes de Sudamérica). Por tanto, la diferencia morfométrica significativa,
junto con la abundancia de nombres (sinonimias) para esta especie ampliamente distribuida, sugiere que
puede tratarse de distintas especies. En algunos casos el flujo genético entre poblaciones es bajo o incluso
inexistente. Sin embargo, no existen estudios que demuestren el grado de diferenciacion genética entre y

dentro de las poblaciones.

Se analizd genéticamente la diferencia dentro de las poblaciones de P. punctiger basado en
material de museo de poblaciones de Mesoamérica y Sudamérica. La informacién presentada parte de la
hipotesis nula de que “Passalus punctiger es una especie polimdrfica y, por tanto, representa una Unica
especie muy extendida”. Se utilizd el marcador mitocondrial 12S previamente empleado para Passalidae
(Cano, 2016; Cano, 2010; Beza-Beza, 2013; Beza et al., 2011) y Dynastinae (Scarabaeoidea) (Moore et al.,
2015).
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V. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general:

Establecer la relacion filogenética de diferentes poblaciones de Passalus punctiger mediante el

marcador mitocondrial 12S.

Obijetivos especificos:

Determinar la distancia genética, a partir de las secuencias del gen 12S, entre las poblaciones de P.
punctiger analizadas.

Diferenciar tres métodos de extraccion de ADN de especimenes preservados mediante la
comparacion de pureza, concentracién y secuencias de productos de PCR.

Realizar un analisis filogenético con Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud con base en el

alineamiento de las secuencias del gen 12S.

11
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V. HIPOTESIS

Hipétesis nula

La especie Passalus punctiger es polimorfica, correspondiendo a una sola entidad taxonémica
operativa, con base en filogenia molecular, empleando el gen 12S.

Hipétesis alterna

La especie Passalus punctiger es parafilética, correspondiendo a varias unidades taxondmicas
operativas, con base en filogenia molecular, empleando el gen 12S.
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A.

VI. METODOS

Adquisicién de especimenes

Se utilizaron especimenes que pertenecen a la Coleccion de Artropodos de la Universidad del Valle

de Guatemala (detalle en apéndice 1). Se seleccion6 un total de 60 especimenes, distribuidos en 15

poblaciones. Se colocé una etiqueta a los especimenes “voucher”, cuyas secuencias fueron empleadas en

este trabajo.

B.

1.

b)

c)

Andlisis molecular
Extraccion y cuantificacion de ADN

Se emplearon tres métodos:

DNAzol ® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA), el cual estd basado en una
solucién de lisis de detergente-guanidina que hidroliza el ARN y permite una precipitacion
selectiva de ADN a partir del lisado celular (Chomczynski et al., 1997). Estos fueron modificados
debido al alto contenido de proteinas que suelen presentar las extracciones acordes a las
absorbancias (Chen et al., 2010).2)

Henry et al. (1990), modificado por Richards et al. (1997). Este método se basa en el uso de
tensoactivos (Triton X-100 y Tween 20) para romper la doble membrana fosfolipidica de las
células (Henry et al., 1990).

Beard y Scott (2013) se basa en CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), el cual ha

funcionado de manera exitosa en psilidos (Hemiptera: Psyllidae) plagas de papa y otras plantas.

Los métodos se detallan en el apéndice 2. Se cuantifico la pureza y la concentracion mediante un

espectrofotometro UV. Se realiz6 la calibracion para las mediciones utilizando agua destilada como control,

midiendo dicho control cada 2 o0 3 muestras. Para determinar la concentracion de ADN se utilizo la formula:
(ng/pl) = (Azs0-Aszz0) *50*100, donde “A” indica la absorbancia a la longitud de onda indicada, “50” el

factor de conversion y “100” es el factor de dilucion. Adicionalmente, se determind la pureza del ADN

extraido mediante el cociente entre las absorbancias 260 y 280 (Azeo/Azs0).
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2. Amplificacion y visualizacion del ADN

Se empled una region mitocondrial: el extremo 5° de la subunidad ribosomal 12S rARN. Las

secuencias de los iniciadores se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1: Listado de marcadores moleculares empleados. Los nombres especificos provienen de
Moore et al. (2015)

Marcador Secuencia Tamarfio esperado
SR-J-14199 5-TACTATGTTACG ACTTAT-3
12S 400-450 pb
SR-N- 14594 5-AAACTAGGATTAGATACCC-3'

Se llevd a cabo la reaccion con un volumen final de 25 pl. Se emple6 una concentracion final 1X
de buffer, 1.5 mM de cloruro de magnesio (MgCl;), 0.1 mM dNTPs mix Novagen ® (EMD Chemicals Inc.,
San Diego CA, USA). Los iniciadores se usaron con una concentracion final de 0.5 uM y una unidad de
Taq Novagen ® (EMD Chemicals Inc., San Diego CA, USA) por reaccion. Se agregaron 200 ng de ADN a
una concentracion de 100 ng/ul. Para ambos marcadores se usaron las mismas concentraciones y volimenes
de reaccién. El programa de termociclador para 12S fue el siguiente: 1) 94°C por 2 minutos; 2) 94°C por 40
segundos; 3) 45°C por 40 segundos; 4) 72°C por 60 segundos; 5) repetir pasos 2-3 35 veces.

Los productos se visualizaron en geles de agarosa con una concentracién de 1% en buffer TAE 10X,

tefiidos previamente con Gel Red ™ (Biotium, San Francisco, CA, USA).

3. Purificacién y secuenciacién

Se utilizé el Kit de Purificacion PCR SpinPrep ™ Clean-Up Kit (Novagen) siguiendo las indicaciones del

fabricante. Se enviaron los productos de PCR purificados a Macrogen Korea para ser secuenciadas.

C. Analisis filogenética

1. Obtencion de secuencias consenso
Se ensamblaron las secuencias de consenso usando Sequencher ® version 5.4.6 (Gene Codes

Corporatio, Ann Arbor, Ml USA). Las secuencias ambiguas se recortaron o descartaron.

2. Alineamiento

Se alinearon las secuencias en MEGA7 (Kumar, Stecher y Tamura 2015), empleando el algoritmo
Clustal W (Higgins et al., 1994) con la configuracidn predeterminada. Se verificaron los alineamientos a
simple vista y se modificaron manualmente en caso fuera necesario. Se reemplazaron las secciones de datos

faltantes por Ns.
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3. Elaboracion de filogenias

a) Maxima Verosimilitud

Se hicieron los andlisis de maxima verosimilitud en MEGA7 (Kumar, Stecher y Tamura, 2015)
seleccionando el modelo sustitucién de nucleotidos recomendado por el programa. EIl conjunto de datos
mitocondriales 12S con el grupo externo Passalus spiniger se realizé con 37 secuencias y 192 caracteres
alineados, utilizando el modelo de sustitucién de nucledtidos Tamura Parametro-3 (T92), con una
distribucion discreta de Gamma (+G), con una tasa de 5 categorias y asumiendo que una determinada
fraccion de los sitios son evolutivamente invariables (+1). EIl conjunto de datos con el grupo externo
Petrejoides jalapanensis y Passalus spiniger se hizo con 37 secuencias y 191 caracteres alineados,
utilizando Tamura Parametro-3 (T92) con una distribucion discreta de Gamma con una tasa de 5 categorias.

Ambas filogenias se construyeron con 10,000 repeticiones de boostrap.

b) Inferencia Bayesiana

Los é&rboles filogenéticos elaborados con inferencia Bayesiana se construyeron utilizando el
programa Mr Bayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). EI modelo de sustitucion de nucledtidos que mejor se
ajustaba a los datos se seleccion6 mediante el Criterio de Informacién de Akaike (AIC), empleando
JModelTest (Darriba et al., 2012; Guindon y Gascuel, 2003). EI modelo seleccionado para estos datos fue el
General Time Reversible, con distribucion discreta de Gamma (+G). Cada andlisis incluy6 4 ejecuciones
independientes de 5 millones de generaciones con arboles muestreados cada 1,000 generaciones. Para los

arboles se utilizo Petrejoides jalapanensis y Passalus spiniger como grupo externo.
4. Distancia genética
Se midid la genética entre las poblaciones con una matriz de distancia construida en MEGA 7

(Kumar, Stecher y Tamura, 2015). El analisis se realiz6 calculando el valor p-distancia y la diferencia

estadistica se obtuvo por el método de bootstrap con 10,000 réplicas.
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VIl. RESULTADOS

A. Comparacién de métodos de extraccién de ADN

Se compararon tres métodos de extraccion para identificar el método con mejor rendimiento de
pureza y concentracion de ADN, mediante la comparacion de la pureza y la concentracion obtenidas
(apéndice 3). En el Cuadro 2 se encuentra una comparacién de los valores obtenidos para la concentracion
de ADN (ug/ml), y en la Figura 1 se encuentra una representacion grafica de los valores. De acuerdo con
los resultados, se obtuvieron los valores méas bajos por el método de DNAzol®. El rango intercuartil (cuartil
1 al cuartil 3) es de 20 a 167.5 pg/ml, mientras que en el método de Henry et al. (1990), el rango es de 97.5
a 277.5 pg/ml. En el método de CTAB de Bread & Scott (2013), el rango es de 40 a 250 pg/ml. En el
método de Henry et al. (1990) se obtuvo la mayor mediana y el mayor promedio. En los métodos de Henry
et al. (1990) y Bread & Scott (2013) se obtuvieron valores atipicos mayores a 1,000 pg/ml, siendo Henry et
al. (1990) el método que presentd la mayor cantidad de valores atipicos. Se obtuvo una desviacion estandar

mayor al promedio en todos los métodos empleados.

Cuadro 2: Comparacién de estadistica inferencial de la concentracién obtenida en cada método de

extraccion
Concentracion de DNAzol ® | Triton X-100 (Henry et al. 1990, mod. CTAB -Bread &
ADN [ng/ul] / Richards et al. 1997) Scott 2013
Método de extraccion
Tamafo de muestra 36 31 37
Primer cuartil 20 97.5 40
Tercer cuartil 167.5 271.5 250
Mediana 95 170 85
Promedio 135.21 248.55 192.16
Desviacion Estandar 142.75 279.46 299.36
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Figura 1. Diagrama de caja y bigotes de la concentracién de ADN de los métodos empleados. Método 1 corresponde al
método de DNAzol ®, Método 2 corresponde al de Henry et al. (1990) modificado por Richards et al. (1997), y Método
3 corresponde al CTAB Bread & Scott (2013).
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Se compar6 también la razén de absorbancia 260/280 para obtener la pureza por cada método
(Cuadro 3y Figura 2). El primer cuartil de todos los métodos empleados es de 2. De la misma manera que
la concentracién de ADN, el rango inter-cuartil (el rango entre el primer y el tercer cuartil) que se obtuvo en
el método de Henry et al. (1990) es el menor. En este rango se encuentra la mayoria de los datos. La
mediana y el promedio que obtenidas en este método fueron las menores también. En los métodos de

DNAzol ® y Bread & Scott el rango lleg6 hasta 2.5 y 2.27, respectivamente.

La desviacion estdndar que se obtuvo en el método de Henry et al. (1990) fue la mas baja,
comparada entre todos los métodos.
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Cuadro 3: Comparacién de estadistica inferencial de la pureza obtenida en cada método de

extraccion
DNAzol ® Triton X-100 Henry et al. CTAB Bread & Scott
(1990), mod. Richards et al. (2013)
(1997)
Tamafio de muestra 36 31 37
Primer cuartil 2 2 2
Tercer cuartil 2.535 2.207 2.27
Mediana 2.22 211 2.2
Promedio 2.265 2.03 2.089
Desviacion Estandar 0.442 0.319 0.452

Figura 2. Diagrama de caja y bigotes de la pureza de ADN de los métodos empleados. Método 1 corresponde al método
de DNAzol ®, Método 2 corresponde al de Henry et al. (1990) modificado por Richards et al. (1997), y Método 3
corresponde al CTAB Bread & Scott (2013).
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Ademas, se realizaron pruebas estadisticas para determinar si existe diferencia significativa entre la
media o la mediana obtenida en la concentracidn y la pureza de los distintos métodos empleados. Previo a
eso, se hicieron las pruebas de Shapiro Wilk y homocedasticidad de Levene, para corroborar si la
distribucion de los datos se ajustaba a una distribucion normal y si las varianzas eran homogéneas entre si,

respectivamente.

La hipétesis nula Ho de la prueba de Shapiro Wilk establece que no existe diferencia significativa
entre una distribuciéon normal y la distribucion de datos de las variables a analizar. De acuerdo con los
valores obtenidos para la prueba de Shapiro Wilk para la variable de Concentracidn, existe una diferencia
significativa para todos los métodos (M1 p: 3.751e-5, M2 p: 1.132e-06, M3 p: 2.151e-09). Por tanto, la
distribucion de la concentracion obtenida para los distintos métodos empleados no posee una distribucion
normal. Para la variable de Pureza se rechaza la hip6tesis nula para los métodos 2 (p: 3.959-05) y 3 (p:
3.762e-05). Unicamente el método 1 no rechaza la hipétesis nula (p: 0.5763), por lo que no posee diferencia
significativa con la distribucion normal. La prueba de Levene de homocedasticidad plantea como hipétesis
nula (Ho) que no existe diferencia significativa entre las varianzas de las variables a analizar (valor p=0.166
para la concentracion, valor p= 0.154 para la pureza). Seguln los valores p, se obtuvo un valor mayor a 0.05.
No se rechaza la hip6tesis nula, por lo que, en consecuencia, la dispersion de los datos es similar entre las
variables analizadas. Con base en los resultados, se seleccioné la prueba de Kruskal-Wallis para comparar si
existia o no diferencia significativa entre las medianas de la concentracion y de la pureza obtenidas con los
métodos de extraccion evaluados. La hipdtesis nula establecida para la prueba es que “no existe diferencia
significativa entre las medianas de la concentracion/purificacion entre los métodos empleados”. De acuerdo
con los resultados no se rechazé la hip6tesis nula, por lo que no existe diferencia significativa entre las
medianas de la concentracion de los métodos empleados (cuadro 4). En el caso de la pureza, se rechaz6 la
hipotesis nula. Por lo tanto, si existe diferencia significativa entre las medianas de la pureza obtenidas con

los métodos empleados.
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Cuadro 4: Resultados de los estadisticos de la prueba de Kruskal-Wallis

ariaple adrado D alor-p
Concentracion 4.9691 2 0.08336
Pureza 6.5233 2 0.03832

Se comparé la concentracion y la razén de absorbancia 260/280 para establecer el método mas
eficiente para extraer ADN de calidad para su posterior secuenciacion. De las muestras amplificadas
Unicamente se emplearon 32 para la elaboracion de la filogenia (Cuadro 5). En el apéndice 4 se encuentran
los detalles de la concentraciones y razon de absorbancia 260/280. EI método 1 fue el de mejor rendimiento,
ya que obtuvo la mayor cantidad de muestras viables. Todos los valores de pureza obtenidas con este
método son mayores a 2. El estado de preservacion de la mayoria de las muestras amplificadas
exitosamente con este método fue en etanol al 70%/95%. Todas las muestras empleadas extraidas con este
método fueron colectadas durante los Gltimos 15 afios. EI método 2 obtuvo los mejores resultados de
extraccién de acuerdo con la comparacion realizada. Sin embargo, fue el método con menor nimero de
muestras exitosas en amplificacion. El rango de razén de absorbancia 260/280 y concentracion fue el menor
entre todas las muestras. Fue el Unico método que obtuvo una secuencia exitosa de una muestra seca. El
método 3 obtuvo el mayor rango de concentracion y razon absorbancia 260/280.

Cuadro 5: Comparacién de métodos de extraccién de muestras empleadas en la filogenia

etodo 0. de e a Rango de conce aclo Rango Ab 60/280
1 13 (40.6%) 15-630 2.167-3.4
2 8 (25%) 80-380 2.05-2.3
3 11 (34.4%) 30-1330 0.83-3
Total 32

A partir de los resultados obtenidos, se considera que el mejor método para extraer ADN de
muestras preservadas en etanol 70% o 95% de 10-15 afios de vejez es el método con DNAzol. El método de
Henry et al. (1990), modificado por Richards et al. (1997) fue el mas consistente de todos. Se considera que
este es el mejor método para extraer ADN de muestras secas.
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B. Anélisis filogenético

El arbol filogenético con Maxima Verosimilitud empleando el alineamiento de secuencias de 12S,
utilizando Petrejoides jalapensis y Passalus spiniger como grupo externo, se presenta en las figuras 3 y 4,
respectivamente. En ambas filogenias se forma un clado con la mayor parte de las subpoblaciones de
Guatemala, excepto por las muestras de Cerro de Montecristo y Tarrales. El soporte del clado es 85% vy
76% para las figuras 3 y 4, respectivamente. En ambas filogenias se formd un clado con la mayoria de las
subpoblaciones de Sudamérica. Muestras de Sierra Nevada, Colombia, y algunas de Santa Cruz, Bolivia, se
agruparon fuera de este clado. Se obtuvo una politomia en ambas filogenias. La poblacion de Santa Cruz se
agrup6 en mas de un clado, en ambas filogenias. Este mismo patron se obtuvo con las muestras de Cerro de

Montecristo, Guatemala, Jinotega y Matagalpa, ambas de Nicaragua.
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Figura 3. Historia evolutiva inferida a partir de Maxima Parsimonia basada en el método de Tamura-3. Se presenta el
arbol con highet log likelihoog (-1100.99) con el alineamiento de 12S. El porcentaje de arboles en los taxones se
asocian se colocaron junto al nodo. Los arboles iniciales para la bisqueda heuristica se obtuvieron automaticamente
aplicando los algoritmos de Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque
Maximum Composite Likelihood (MCL) y luego seleccionando la topologia con un valor de verosimilitud superior. Se
utilizé una distribucion discreta de Gamma para modelar las diferencias de velocidad evolutivas entre los sitios (5
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categorias (+ G, parametro = 1,2424)).
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Figura 4. Historia evolutiva inferida a partir de Maxima Parsimonia basada en el método de Tamura-3. Se presenta el
arbol con highet log likelihoog (-1085.78). El porcentaje de arboles en los taxones que se asocian se colocaron junto al
nodo. Los arboles iniciales para la bisqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos de
Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque Maximum Composite
Likelihood (MCL) y luego seleccionando la topologia con un valor de verosimilitud superior. Se utilizé una
distribucién discreta de Gamma para modelar las diferencias de velocidad evolutivas entre los sitios (5 categorias (+ G,
parametro = 0.2554)).
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En las figuras 5 y 6 se encuentran el arbol filogenético con Inferencia Bayesiana de 12S utilizando
Petrejoides jalapensis y Passalus spiniger como grupos externos, respectivamente. En la Figura 5 se obtuvo
un clado que agrupa a la mayoria de las subpoblaciones de Guatemala, excepto por Cerro de Montecristo y
Tarrales. Se obtuvo un segundo clado con la mayoria de las subpoblaciones de Sudamérica, excepto Sierra
Nevada, Colombia. Se obtuvo una politomia en las subpoblaciones de Cerro de Montecristo, Guatemala, y

Santa Cruz, Bolivia. Las subpoblaciones de Nicaragua no se agruparon en un mismo clado.

La inferencia filogenética que empled Passalus spiniger como grupo externo (Figura 6) también
presentd politomias con las subpoblaciones de Cerro de Montecristo, Tarrales, Santa Cruz y Jinotega. En
esta filogenia también se formé un clado con la mayoria de las subpoblaciones de Guatemala. A este clado
se asocié la subpoblacién de Ecuador. Otro clado se formd con un grupo de muestras de la subpoblacion de
Santa Cruz y Huehuetenango. No se construyé la red de haplotipos, dado que se obtuvo politomias y

polimorfismos.

Se calculd la distancia genética entre todas las muestras usando el modelo de Tamura 3-parametro,
con la substitucién a incluir: Transition + transversion, y una distribucién gamma entre los sitios de 0.3403

de parametro. Los patrones entre los linajes son homogéneos.

Se verificd la distancia genética entre las poblaciones, la cual, entre algunas poblaciones de P.
punctiger, es igual o incluso mayor al valor obtenido entre Petrejoides jalapanesis y P. spiniger. Este
mismo patrén se observd dentro de la poblacion de Santa Cruz, Bolivia, y de Cerro de Montecristo, entre

distintas poblaciones de Guatemala, y de poblaciones de Nicaragua (Apéndice 4).
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Figura 5. Historia evolutiva inferida a partir de Inferencia Bayesiana, basada en el método de sustitucion “General Reversible en
el Tiempo (General Time Reversible, por su nombre en inglés)” con distribucion discreta de Gamma (+G). Realizado a partir de
4 ejecuciones independientes, con 5 millones de bootstrap.
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Figura 6. Historia evolutiva inferida a partir de Inferencia Bayesiana, basada en el método de sustitucion “General Reversible en
el Tiempo (General Time Reversible, por su nombre en inglés)” con distribucion discreta de Gamma (+G). Realizado a partir de
4 ejecuciones independientes, con 5 millones de bootraps.
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VIII. DISCUSION

A Comparacién de métodos de extraccién de ADN

Se compararon tres métodos basados en la pureza y concentracion obtenida. Las muestras
empleadas por método fueron preservadas de distintas maneras: etanol al 70%, etanol 95%, secos o frescos.
Estas se seleccionaron al azar, independientemente de su forma de preservacion. De acuerdo con los
resultados, el método con mayor rendimiento para extraer ADN de especimenes de museo es el de Henry et
al. (1990), modificado por Richards et al. (1997). Sin embargo, el método de DNAzol present6 el mejor
rendimiento de extraccion de ADN para secuenciar. Un 40% de las muestras se extrajo exitosamente
empleando este método. Es posible que este sea de mayor utilidad para muestras preservadas en etanol al
70%/95%, con un tiempo de preservacion de 5-10 afios. Aun asi, se considera que se deberia optimizar la

limpieza del ADN para su uso.

Para el analisis filogenético se emplearon Gnicamente las muestras que obtuvieron una secuencia
de buen rendimiento, con picos definidos en el electroferograma. En todos los métodos se obtuvieron
muestras de buen rendimiento. La mayoria de las muestras empleadas fueron preservadas en etanol al 70-
95%. De estas, Unicamente una se encontraba estado seco (apéndice 2) y se extrajo con el método de Henry
et al. (1990), mod. Richards et al. (1997) (método 2). La mayor parte de las muestras amplificadas se
encontraban preservadas en etanol al 70% o 95%, lo que mantuvo la integridad del ADN (Dillon et
al.,1996; Chen et al., 2010). ElI método artesanal que emplea Triton X-100 se ha reportado como exitoso
para extraer ADN de varios organismos (Wang et al., 2011; Ivanova et al., 2006). A pesar de que las
concentraciones obtenidas por este método fueron muy variadas, la pureza obtuvo el menor grado de
variacion entre todos los métodos. Kopecka et al., (2014) recomienda emplear métodos que permitan

obtener mejor pureza e integridad que mayor concentracién.

Sudhikumar (2015) compar6 cuatro métodos de extraccién de muestras preservadas de tres
maneras. La variacion en los valores de pureza y concentracion de ADN obtenida se atribuye a la
preservacion y método de extraccion. Unicamente una de las muestras en estado seco se logré extraer,
amplificar, purificar y secuenciar exitosamente. Posiblemente esto se atribuye a la degradacion del material
de ADN en tejido muerto (Gilbert et al., 2007).

No todas las muestras preservadas en etanol (70 o 95%) fueron almacenadas a -20°C luego de ser
fijadas, lo que pudo comprometer la integridad y calidad del ADN (Sudhikumar, 2015; Chen et al., 2010).
Se recomienda mantener las muestras a -20°C luego de fijarlas en etanol, ya que se ha reportado que este
método puede degradar el material genético (Chen, 2010). También se sugiere explorar el uso de acetona

para preservar las muestras, ya que se ha reportado como exitoso en arafias (Sudhikumar, 2015).
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A partir de la comparacién realizada se concluye que el método més efectivo para extraer ADN de
especimenes de museo preservadas en etanol al 70% o al 95% fue DNAzol, mientras que el método de

Henry et al. (1990), mod. Richards et al. (1997) se recomienda para especimenes secos.

B. Analisis filogenético

El analisis filogenético realizado a partir del gen 12S no se puede considerar resuelto, ya que se
obtuvieron politomias (figuras 3, 4 y 6) y polimorfismos (figuras 1 y 2). Se distinguen distintas
subpoblaciones homogéneas: el clado de Guatemala y de Sudamérica, con un soporte de Probabilidad
Posterior mayor a 0.80 (figuras 3 y 4). De la misma forma, existen individuos de una misma subpoblacion
que se agruparon en varios clados (figuras 3-6). Las subpoblaciones de Santa Cruz, Bolivia, Cerro
Montecristo, Tarrales, ambas de Guatemala, y Jinotega, Nicaragua, se agruparon en varios clados. Es

posible que dicha agrupacion sugiera flujo genético entre las subpoblaciones.

Cano et al. (2016) indican que 12S rRNA funciona adecuadamente para distinguir especies y
poblaciones de Passalidae. Este gen ha sido ampliamente usado en taxonomia molecular y filogenias de
distintos animales (Patwardhan et al., 2014; Arif y Khan, 2009). Sin embargo, Chaolun y asociados (2002)
emplearon 12S para inferir la historia evolutiva de 28 especies de un grupo de corales y la filogenia
obtenida no apoya la vision actual de grupo de corales basado en morfologia del exoesqueleto y registros
fésiles. Beza-Beza (2017) obtuvo clados ubicados en una politomia en la particion mitocondrial de 12S y

COl. Asi que es posible que el marcador no tenga la misma resolucion efectiva en todos los taxa.

Schuster (1983) sugiere la presencia de dos poblaciones distintas de P. punctiger de Guatemala,
basado en diferencias significativas en el largo total del cuerpo. Passalus punctiger, de las costas del
Pacifico, es mayor al P. punctiger del Atlantico de Guatemala. Se empled Unicamente una muestra de la
costa del Atlantico: la subpoblacion de Alta Verapaz, Laguna Lachua. A pesar de que se cree que la
distribucion de P. punctiger llega hasta el norte, en el sur de Texas (Schuster, 1978), no se emplearon
poblaciones de la region norte del continente. La subpoblacion de Lachud se agrupa en el clado de
Guatemala en todas las filogenias realizadas. Dado que Gnicamente se empled un individuo del norte, no es
posible ser concluyente respecto a la divergencia genética entre los grupos del norte y del sur de Guatemala,
o al norte de América. Aun mas, es posible que la diferencia de tamafios dentro del grupo sea conferida por
plasticidad fenotipica. Sin embargo, estudios recientes (Cano et al., 2016), que profundizaron en la
taxonomia morfoldgica de pasalidos, encontraron caracteres fenotipicos distintivos para grupo de especies,
los cuales permitieron establecer la monofilia del grupo. Por tanto, es importante considerar la posibilidad

de estar interpretando la divergencia evolutiva en realidad como plasticidad fenotipica.
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C. Distancia genética
La diferenciacién genética que existe entre las poblaciones de P. punctiger tiene valores similares

o incluso mayores a la distancia genética entre Petrejoides jalapanensis y P. spiniger.

Las distancias genéticas de las poblaciones y de los outgroups fueron mayores a 0.5, dado el alto
grado de diferenciacion genética que existe. Aun asi, parece contradictorio que dos individuos que son de
especies distintas (los outgroups: Petrejoides jalapanensis y P. spiniger) tengan una distancia genética

menor que distintas poblaciones de P. punctiger entre si.

Es importante reconocer que, a falta de resolucion filogenética, las distancias genéticas obtenidas
no dan una resolucién clara del estatus taxondmico, en términos moleculares, de P. punctiger. Los
resultados sugieren que podria considerarse de varias especies agrupadas taxonémicamente dentro de una
misma. Aun asi, se necesita ampliar la cantidad de poblaciones y la cantidad de marcadores —moleculares

como nucleares.

D. Marcador molecular 12S

La filogenia de 12S obtenida es un primer intento para entender la dindmica evolutiva de la especie
Passalus punctiger. Debido a la presencia de politomias se considera que la historia evolutiva ain no est4
resuelta. Se tomo el fragmento a partir del cual se construyé la filogenia empleando dos grupos externos
(outgroups), Passalus spiniger y Petrejoides jalapensis, analizando las subpoblaciones que se agruparon en
politomias o que se consideraron como polimoérficas. El objetivo fue identificar mutaciones puntuales en las
secuencias de consenso de una misma poblacién. EIl fragmento tiene un largo de 212 pares de bases. Las

subpoblaciones que se analizaron se encuentran en el cuadro 6.

El mayor grado de diferenciacion se obtuvo en la subpoblacion de Cerro de Montecristo
(Chiguimula, Guatemala). Es posible que dicha diferencia se deba a que la muestra empleada fue colectada
a partir de varios troncos, a diferencia de la muestra de Santa Lucia Cotzumalguapa (Escuintla, Guatemala)
que comprende 8 especimenes colectados en el mismo tronco y que no presentaron diferencia en las
secuencias consenso. La subpoblacién de Cerro de Montecristo presento el mayor grado de polimorfismo
(20%) en nucledtidos diferentes entre las secuencias de la muestra. Las subpoblaciones de Santa Cruz,
Bolivia, Jinotega, Nicaragua y Tarrales, Guatemala, presentaron valores similares de diferencia de
nucledtidos (aproximadamente 16%). En ninguno de los casos es posible hablar de haplotipos, dada la falta

de claridad filogenética en los resultados.

Es posible que a nivel de poblacién el marcador 12S presente un alto grado de polimorfismo, lo

cual no permita que sea concluyente para entender la historia evolutiva del grupo. Es necesario aumentar el
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namero de poblaciones, la cantidad de marcadores mitocondriales e incluir marcadores nucleares, para

brindar mejor sustento a la relacion evolutiva.

A partir de la inclusién de Guatemala como miembro del Grupo de los Paises Megadiversos
Afines, en el marco de la Convencién de la Organizacion de Naciones Unidas sobre Biodiversidad (COP
10: X Conferencia de las Partes de la Convencién sobre Biodiversidad), se adquirié una serie de
compromisos respecto de la investigacion de ciencia basica en diversidad (CONAP 2013, CONAP 2014).
El esclarecimiento de la relacién evolutiva de P. punctiger podria impactar el registro nacional de pasalidos
de Guatemala. Ademas, estas especies son de vital importancia en los procesos de formacion de suelos, por
lo que su conocimiento, en términos evolutivos, pueden ser de utilidad para entender las relaciones afines
entre los componentes del suelo, la especie y su nicho ecolégico (Canos y Schuster 2012; Schuster et al.,
2000).

Cuadro 6: Subpoblaciones polimérficas que se agruparon en mas de un clado

Sub-Poblacién N Df
Cerro de Montecristo, Chiquimula, Guatemala 6 43
Santa Cruz, Bolivia 6 35
Tarrales, Guatemala 2 34
Jinotega, Nicaragua 2 35

N: Corresponde a la cantidad de individuos analizados por poblacién.
Df: Corresponde al grado de diferenciacién entre las secuencias, basado en la cantidad de nucleétidos

distintos entre todas las secuencias de la misma subpoblacion.

34




IX. CONCLUSION

El mejor método para extraer ADN de muestras preservadas en etanol 70% o 95% de 10-15 afios
de vejez es el método con DNAzol. EI método de Henry et al. (1990), modificado por Richards et al.
(1997), fue el mas consistente de todos, considerando que este es el mejor método para extraer ADN de

muestras secas.

La filogenia obtenida a partir del gen 12S rRNA no resuelve la historia evolutiva de Passalus
punctiger. Los resultados obtenidos podrian considerar que posiblemente se trate de mas de una especie. Sin
embargo, es necesario aumentar la cantidad de subpoblaciones en el analisis, la cantidad de marcadores,

nucleares y mitocondriales, y verificar las secuencias.
La distancia genética entre algunas poblaciones de P. punctiger es igual o incluso mayor al valor

obtenido entre Petrejoides jalapanesis y P. spiniger. Este mismo patrén se observé dentro de la poblacion

de Santa Cruz, Bolivia, y de Cerro de Montecristo, entre distintas poblaciones de Guatemala, Nicaragua.
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X. RECOMENDACIONES

En aras de poder elaborar una filogenia que no dé lugar a politonias, es necesario agregar
marcadores nucleares y aumentar la cantidad de marcadores mitocondriales, o incluso agregar mas
fragmentos del gen utilizado. También explorar la posibilidad de emplear microsatélites o algdn otro tipo de

marcador de menor costo de produccién, para obtener la informacion deseada.

Aumentar la cantidad de organismos por poblacion y la cantidad de poblaciones, principalmente
incluir poblaciones del norte. En el presente estudio la poblacién ubicada en dicho punto corresponde a
Laguna Lachud, Alta Verapaz, Guatemala. Resultaria beneficioso utilizar muestras del norte de Guatemala
y de México.
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A.

1.

Apéndice 1

XIl. APENDICES

Listado de muestras empleadas para la comparacion de métodos de extraccién

Condiciones
de Colector Colectado GPS X msnm Localidad
Preservacion
E. CanoyJ. 0an” " 0m0" "
56 | Etanol al 95% | Schuster 16.9.2006 17°30°04.2 63°39°05.2 330 | Santa Cruz, Bolivia
E. CanoyJ. 0a(y” " 020" "
57 | Etanol al 95% | Schuster 16.9.2006 17°30°04.2 63°39°05.2 330 | Santa Cruz, Bolivia
2008 Finca Las Nubes, EI Tuma,
(posiblemente) 13°05.090'N 85°49.751'W Matagalpa, municipio Dahlia,
58 | Etanol al 95% | Colecciones P 1219 | Nicaragua
59 | Etanolal 95% | E. Cano 2006 - B 700 | Volcan Mombacho, Nicaragua
E. CanoyJ. o , o , Finca San Francisco, Matagalpa,
60 | Etanol al 95% | Schuster 28.11.2008 12°56.969 89°92.049 819 | Nicaragua
E.CanoyJ. o . o . Finca San Francisco, Matagalpa,
61 | Etanol al 95% | Schuster 28.11.2008 12°56.969 89°92.049 819 | Nicaragua
onp” " onL” " Reserva Los Volcanes, Santa
62 | Etanol al 95% | E. Cano 19.11.2006 18°06°19.4 63°35'54.6 -- Cruz, Bolivia
onpr " 0oL’ " Reserva Los Volcanes, Santa
63 | Etanol al 95% | E. Cano 19.11.2006 18°06°19.4 63°35'54.6 -- Cruz, Bolivia
onpr " onE” " Reserva Los Volcanes, Santa
64 | Etanolal 95% | E. Cano 19.11.2006 18°06'19.4 63°35°54.6 -- Cruz, Bolivia
65 | Etanol al 95% | Sara Rios 2014 - - -- Retalhuleu, Guatemala
66 | Etanol al 95% | Sara Rios 2014 - - -- Retalhuleu, Guatemala
67 | Etanol al 95% | Sara Rios 2014 - - -- Retalhuleu, Guatemala
69 | Etanol al 95% | E. Cano 2004 - - -- Biotopo Dos Laguna, Petén
J. Monzon y
Wally Van 28.10.1992 - -
70 | Etanol al 95% | Sickle 450 | Sierra Caral, Morales, Izabal
J. Monzon y
Wally Van 28.10.1992 - -
71 | Etanol al 95% | Sickle 451 | Sierra Caral, Morales, Izabal
J. Monzon y
Wally Van 28.10.1992 - -
72 | Etanol al 95% | Sickle 452 | Sierra Caral, Morales, Izabal
J. Monzon y
Wally Van 28.10.1992 - -
75 | Etanol al 95% | Sickle 455 | Sierra Caral, Morales, Izabal
Etanol al 2009 _ _
76 | 70%/95% Colecciones 1100 | Finca Panama, UVG, Altiplano
Etanol al 2009 _ _
77 | 70%/95% Colecciones 1101 | Finca Panama, UVG, Altiplano
Etanol al 2009 _ _
78 | 70%/95% Colecciones 1102 | Finca Panama, UVG, Altiplano
Finca La Gracia, Santa Lucia
Frescos, 2015 _ _ Cotzumalguapa, Escuintla.
murieron en Carretera a Mazatenango Km.
80 | etanolal 95% | M. Viteri -- 100
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Condiciones
de
Preservacion

Colector

Colectado

msnm

Localidad

Escuintla, Santa Lucia

Frescos, Cotzumalguapa, Finca La
; 2015 -- -- ;
murieron en Gracia, Carretera a
82 | etanolal 95% | M. Viteri - Mazatenango, Km. 100
Escuintla, Santa Lucia
Frescos, Cotzumalguapa. Finca La
; 2015 -- -- .
Murieron en Gracia, Carretera a
87 | etanolal 95% | M. Viteri - Mazatenango, Km. 100
Escuintla, Santa Lucia
Frescos, Cotzumalguapa, Finca La
: 2015 - - :
Murieron en Gracia, Carretera a
88 | etanolal 95% | M. Viteri -- Mazatenango, Km. 100
Guatemala, Chiquimula,
Concepcioén Las Minas, Cerro
Etanol al 12.3.2008 - - 1500- de Montecristo. Bosque
96 | 70%/95% C. Beza 1890 Latifoliado Himedo
Bolivia, Santa Cruz, Reserva
98 | Etanol al 970 | J. Schuster 18.11.2006 B B -- Los Volcanes
Etanol al 0mnr " opar " El Asintal, Retalhuleu, Finca
99 | 709%/95% M. Acevedo | 4682009 147337374 o1ad19.4 646 | Buenos Aires
100 | Etanolal 95% | L. Saenz 15/16.11.2010 - B - Alta Verapaz, Laguna Lachua
Etanol al F. 10.6.2010 _ _ Laguna Jacaltenango,
102 | 70%/95% Camposeco o - Huehuetenango
Guatemala, Petén, Biotopo Dos
104 | Etanol al 95% | Colecciones 18.4.2004 B B -- Lagunas
Geert 29.1.2009 S 1°06.283'W _ Ecuador, Pastaza, Rio
105 | Etanol al 95% | Goemans o 76° 43.900 230 | Shiripuno, Shiripuno Logde
Etanol al F. 10.6.2010 _ _ Laguna Jacaltenango,
106 | 70%/95% Camposeco - - Huehuetenango
Guatemala, Chiquimula,
Concepcion Las Minas, Aldea
Etanol al 12.3.2008 - - Los Planes, Cerro de
107 | 70%/95% C. Beza -- Montecristo.
Etanol al _ _ _
108 | 70%/95% JC. Garcia - Colombia, Medellin
Etanol al _ _ _
109 | 70%/95% JC. Garcia - Colombia, Medellin
Etanol al _ _ _
110 | 70%/95% JC. Garcia - Colombia, Medellin
Etanol al 01" " onQ” "
112 | 70%/95% Colecciones B 14731228 91°08°08.9 -- Tarrales
Etanol al 01" " °nQ” "
113 | 70%/95% Colecciones B 147317228 91°08°08.9 -- Tarrales
115 | Etanol al 95% | Colecciones - - - -- Nicaragua, Reserva Pefia Blanca
116 | Etanol al 95% | Colecciones - - B - Nicaragua, Reserva Pefia Blanca
118 | Etanol al 95% | Colecciones - - - -- Nicaragua, Reserva Pefia Blanca
119 | Etanol al 95% | Colecciones - - B - Nicaragua, Reserva Pefia Blanca
Etanol al E. CanoyJ. _ _ _
120 | 70%/95% Schuster -- Nicaragua, Jinotega, Nubes 2
Etanol al E. CanoyJ. _ _ _
121 | 70%/95% Schuster -- Nicaragua, Jinotega, Nubes 2
Etanol al E. CanoyJ. _ _ _
122 | 70%/95% Schuster -- Nicaragua, Jinotega, Nubes 2
Etanol al E. CanoyJ. 0an” " o " "
124 | 70%/95% Schuster 16.9.2006 17°30°04.2 63°34°05.2 -- Bolivia, Santa Cruz
E. CanoyJ.
125 | Seco Schuster 13.7.1999 B B 600 | Brasil, Minas Gerais Vicosa
07°45.3'N,
128 | Seco D. Brzoska 15-21/6/2004 77° 40.1°W B 525 | Panam4, Darien
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Condiciones

de Colector Colectado msnm Localidad
Preservacion
07°45.3'N,
129 | Seco D.Brzoska | 19262004 1 g7e 401w - 525 | Panamé, Darien
Moema, MG. Brasil. Vital
131 | Seco Colecciones 23.1.1999 B B -- S.B.G.
Kleber
132 | Seco Sosnoski 21.4.1998 - B -- Itariri, Sao Paulo, Brasil
Guatemala, El Progreso, Finca
133 | Seco D. Pons 26.12.2006 B B -- San Miguel
Guatemala, lzabal, Morales,
134 | Seco Colecciones 23.3.2002 B - 125 | Finca Jocotal
Guatemala, Izabal, Puerto
135 | Seco G. Fuentes 1.4.2007 B B -- Barrios.
J. Mozon y Guatemala, Petén ,Municipio de
F. 10-20.11.2008 17.460632 90.05754 San Andrés Carmelita. En la
136 | Seco Camposeco -- Pista
Jimenez onn " Colombia, César, Sierra Nevada
Ferbans y 6.7.2007 1703:1 g 4126V\'>| -- de Santa Maria Cordillera
137 | Seco A. Mejia 1152 | Chemesquemena
Bolivia, Santa Cruz, 3.7 km.,
5-15.11.2001 - - SSE Buena Vista Hotel Flora y
145 | Seco B.K. Dozier 430 | Fauna
J. Schuster, R R Meéxico, Veracruz, Estacion
146 | Seco J. Monzon 8-10.10.1997 15718.05n 092°23.05w 150 | biolégica “Los Tuxtlas”
Jimenez 10°42°15.6"N Colombia, César, Sierra Nevada
Ferbans y 6.7.2007 73°24°28.8" -- de Santa Marta Cordillera
147 | Seco A. Mejia W 1152 | Chemesquemena
J. Schuster Meéxico, Veracruz, Catemaco,
yC. 8-10.10.1997 - - Estacion Bioldgica “Los
148 | Seco Cardona -- Tuxtlas”
25.11- Paraguay, Repatriacion, La
Jorge 16 12‘ 2001 - -- Curcuma, 25 km al norte de
149 | Seco Jensen T - Capira
J. Schuster
yC. 8-10.10.1997 15°18.05n 92°23.05 w Meéxico, Veracruz, Estacion
151 | Seco Cardona 150 | Bioldgica “Los Tuxtlas”
Guatemala, Chiquimula,
Etanol al 12.3.2008 - - 1500- Concepcion Las Minas, Aldea
162 | 70%/95% C. Beza 1800 Los Planes, Cerro Montecristo
Guatemala, Chiquimula,
Etanol al 12.3.2008 - - 1500- Concepcion Las Minas, Aldea
164 | 70%/95% C.Beza 1800 Los Planes, Cerro Montecristo
Etanol E. CanoyJ. omn- " 0ma” " Bolivia, Santa Cruz, Reserva
165 | 70%/95% Schuster 16.11.2006 17°30°04.2 63°39°05.2 - Flora y Fauna
Etanol B Nicaragua, Jinotega, Reserva
168 | 70%/95% L. Saenz 23-26.3.2011 1356946 3569741 -- Natural Cerro Kilumbe
Etanol Nicaragua, RAAS, Reserva
171 | 70%/95% L. Saenz 6-10.6.2011 1267316 83.71467 30 | Natural Kahka Creek
Etanol Nicaragua, Jinotega, Reserva
174 | 70%/95% L. Saenz 23-26.3.2011 1356946 3569741 -- Natural Cerro Kilumbe
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XI111. APENDICES

A. Apéndice 1

1. Listado de muestras empleadas para la comparacion de métodos de extraccion
No Condlcmne_sl de Colector Colectado GPS X GPSY msh Localidad
preservacion m
E. CanoyJ. Santa Cruz,
56 | Etanol al 95% Schuster 16.9.2006 17°30°04.2" 63°39°05.2" 330 | Bolivia
E. CanoyJ. Santa Cruz,
57 | Etanol al 95% Schuster 16.9.2006 17°30°04.2" 63°39°05.2" 330 | Bolivia
Nicaragua,
Matagalpa.
Municipio Dahlia,
2008 El Tuma, Finca las
58 | Etanol al 95% Colecciones (posiblemente) 13°05.090'N 85°49.751'W 1219 | Nubes
Volcan
Mombacho,
59 | Etanol al 95% E. Cano 2006 | -- - 700 | Nicaragua
Matagalpa,
E. CanoyJ. Nicaragua, Finca
60 | Etanol al 95% Schuster 28.11.2008 12°56.969" 89°92.049" 819 | San Francisco
Matagalpa,
E. CanoyJ. Nicaragua, Finca
61 | Etanol al 95% Schuster 28.11.2008 12°56.969" 89°92.049" 819 | San Francisco
Bolivia, Santa
Cruz, Reserva Los
62 | Etanol al 95% E. Cano 19.11.2006 18°06°19.4" 63°3554.6" -- Volcanes
Bolivia, Santa
Cruz, Reserva Los
63 | Etanol al 95% E. Cano 19.11.2006 18°06°19.4" 63°3554.6" -- Volcanes
Bolivia, Santa
Cruz, Reserva Los
64 | Etanol al 95% E. Cano 19.11.2006 18°06°19.4" 63°35'54.6" - Volcanes
Retalhuleu,
65 | Etanol al 95% Sara Rios 2014 | -- -- -- Guatemala
Retalhuleu,
66 | Etanol al 95% Sara Rios 2014 | -- -- -- Guatemala
Retalhuleu,
67 | Etanol al 95% Sara Rios 2014 | -- -- -- Guatemala
Biotopo Dos
69 | Etanol al 95% E. Cano 2004 | -- - - Lagunas, Petén
J. Monzony
Wally Van I1zabal, Morales,
70 | Etanol al 95% Sickle 28.10.1992 -- -- 450 | Sierra Caral
J. Monzony
Wally Van I1zabal, Morales,
71 | Etanol al 95% Sickle 28 .10.1992 -- -- 451 | Sierra Caral
J. Monzon y
Wally Van I1zabal, Morales,
72 | Etanol al 95% Sickle 28 .10.1992 -- -- 452 | Sierra Caral
J. Monzon y
Wally Van I1zabal, Morales,
75 | Etanol al 95% Sickle 28.10.1992 -- -- 455 | Sierra Caral
UVG, Altiplano,
76 | Etanol al 70%/95% | Colecciones 2009 | -- -- 1100 | Finca Panama
UVG, Altiplano,
77 | Etanol al 70%/95% Colecciones 2009 | -- -- 1101 | Finca Panama
UVG, Altiplano,
78 | Etanol al 709%/95% Colecciones 2009 | -- -- 1102 | Finca Panama
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Condiciones de

Colector Colectado GPS X GPSY m Localidad

Escuintla, Santa
Lucia
Cotzumalguapa,
Finca La Gracia,
Carretera a

preservacion

Frescos, murieron Mazatenango,
80 | en etanol al 95% M. Viteri 2015 | -- -- -- Km. 100
Escuintla, Santa
Lucia

Cotzumalguapa,
Finca La Gracia,
Carretera a

Frescos, murieron Mazatenango,
82 | en etanol al 95% M. Viteri 2015 | -- - - Km. 100
Escuintla, Santa
Lucia

Cotzumalguapa,
Finca La Gracia,
Carretera a

Frescos, murieron Mazatenango,
87 | en etanol al 95% M. Viteri 2015 | -- -- -- Km. 100
Escuintla, Santa
Lucia

Cotzumalguapa,
Finca La Gracia,
Carretera a

Frescos, murieron Mazatenango,
88 | en etanol al 95% M. Viteri 2015 | -- -- -- Km. 100
Guatemala,
Chiquimula,

Concepcion Las
Minas, Cerro de
Montecristo.
Bosque L

1500- latifoliado

96 | Etanol al 70%/95% | C. Beza 12.3.2008 -- -- 1890 himedo

Bolivia, Santa
Cruz, Reserva Los
98 | Etanol al 970 J. Schuster 18.11.2006 -- -- -- Volcanes

El Asintal,
Retalhuleu, Finca
99 | Etanol al 70%/95% | M. Acevedo | 4-6.8.2009 14°33'37.4" 91°44°19.4" 646 | Buenos Aires
Alta Verapaz,
100 | Etanol al 95% L. Saenz 15/16.11.2010 -- -- -- Laguna Lachua
Laguna

F. Jacaltenango,
102 | Etanol al 70%/95% | Camposeco 10.6.2010 - - - Huehuetenango
Guatemala, Petén,
Biotopo Dos

104 | Etanol al 95% Colecciones 18.4.2004 -- -- -- Lagunas
Ecuador, Pastaza
Geert S 1°06.283'W Rio Shiripuno,
105 | Etanol al 95% Goemans 22.1.2009 76° 43.900 -- 230 | Shiripuno Logde
Laguna

F. Jacaltenango,
106 | Etanol al 70%/95% | Camposeco 10.6.2010 - - - Huehuetenango
Guatemala,
Chiquimula,
Concepcion Las
Minas, Aldea Los
Planes, Cerro de

107 | Etanol al 70%/95% C. Beza 12.3.2008 -- -- -- Montecristo
Colombia,

108 | Etanol al 709%/95% | JC. Garcia -- -- -- -- Medellin
Colombia,

109 | Etanol al 70%/95% | JC. Garcia -- -- -- -- Medellin
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Condiciones de

i Colector Colectado GPS X GPSY Localidad
preservacion
Colombia,
110 | Etanol al 70%/95% | JC. Garcia -- -- -- -- Medellin
112 | Etanol al 70%/95% Colecciones -- 14°31°22.8" 91°08°08.9" -- Tarrales
113 | Etanol al 70%/95% | Colecciones -- 14°31°22.8" 91°08°08.9" -- Tarrales
Nicaragua,
Reserva Pefia
115 | Etanol al 95% Colecciones -- -- -- -- Blanca
Nicaragua,
Reserva Pefia
116 | Etanol al 95% Colecciones -- -- -- -- Blanca
Nicaragua,
Reserva Pefia
118 | Etanol al 95% Colecciones -- -- -- -- Blanca
Nicaragua,
Reserva Pefia
119 | Etanol al 95% Colecciones -- -- -- -- Blanca
E. Canoy J. Nicaragua,
120 | Etanol al 70%/95% | Schuster - - - - Jinotega, Nubes 2
E. CanoyJ. Nicaragua,
121 | Etanol al 70%/95% | Schuster - - - - Jinotega, Nubes 2
E. CanoyJ. Nicaragua,
122 | Etanol al 70%/95% | Schuster -- -- -- -- Jinotega, Nubes 2
E. CanoyJ. Bolivia, Santa
124 | Etanol al 70%/95% | Schuster 16.9.2006 17°30°04.2" 63°34°05.2" - Cruz
E. CanoyJ. Brasil, Minas
125 | Seco Schuster 13.7.1999 -- -- 600 | Gerais Vicosa
07°45.3'N,
128 | Seco D. Brzoska 15-21/6/2004 77°40.1'W -- 525 | Panama, Darien
07°45.3'N,
129 | Seco D. Brzoska 15-21/6/2004 77°40.1'W -- 525 | Panama, Darien
Moema, MG,
Brasil, Vital
131 | Seco Colecciones 23.1.1999 -- -- -- S.B.G.
Kleber Itariri, Sao Paulo,
132 | Seco Sosnoski 21.4.1998 -- -- -- Brasil
Guatemala, El
Progreso, Finca
133 | Seco D. Pons 26.12.2006 - - - San Miguel
Guatemala, 1zabal,
Morales, Finca
134 | Seco Colecciones 23.3.2002 -- -- 125 | Jocotal
Guatemala, 1zabal,
135 | Seco G. Fuentes 1.4.2007 -- -- -- Puerto Barrios.
Guatemala, Petén,
J. Mozon'y Municipio de San
F. Andrés Carmelita.
136 | Seco Camposeco 10-20.11.2008 17.460632 90.05754 | -- En la Pista
Colombia, Césa,.
Sierra Nevada de
Jimenez Santa Maria,
Ferbansy A. 10°42°15.6"N Cordillera
137 | Seco Mejia 6.7.2007 73°24'6" W - 1152 | Chemesquemena
Bolivia Santa
Cruz, 3.7 km.,
SSE Buena Vista
Hotel Flora 'y
145 | Seco B.K. Dozier 5-15.11.2001 -- -- 430 | Fauna
México, Veracruz,
Estacion
J. Schuster, Biolégica “Los
146 | Seco J. Monzon 8-10.10.1997 15°18.05n 092°23.05 w 150 | Tuxtlas”
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147

Condiciones de

preservacion

Seco

Colector

Jimenez
Ferbans y A.
Mejia

Colectado

6.7.2007

GPS X

10°42°15.6"N
73°24°28.8"
w

GPSY

1152

Localidad

Colombia, César,
Sierra Nevada de
Santa Marta,
Cordillera
Chemesguemena

148

Seco

J. Schuster y
C. Cardona

8-10.10.1997

México, Veracruz,
Catemaco,
Estacion
Biolégica “Los
Tuxtlas”

149

Seco

Jorge Jensen

25.11-
16.12.2001

Paraguay,
Repatriacion, La
Cdrcuma, 25 km
al norte de Capira

151

Seco

J. Schuster y
C. Cardona

8-10.10.1997

15°18.05n

92°23.05 w

150

Meéxico, Veracruz,
Estacion
Biolégica “Los
Tuxtlas”

162

Etanol al 70%/95%

C.Beza

12.3.2008

1500-
1800

Guatemala,
Chiquimula,
Concepcion Las
Minas, Aldea Los
Planes, Cerro
Montecristo

164

Etanol al 70%/95%

C.Beza

12.3.2008

1500-
1800

Guatemala,
Chiquimula,
Concepcion Las
Minas, Aldea Los
Planes, Cerro
Montecristo

165

Etanol 70%/95%

E.CanoyJ.
Schuster

16.11.2006

17°30°04.2"

63°39°05.2"

Bolivia, Santa
Cruz, Reserva
Flora y Fauna

168

Etanol 70%/95%

L. Saenz

23-26.3.2011

13.56946

35.69741

Nicaragua,
Jinotega, Reserva
Natural Cerro
Kilumbe

171

Etanol 70%/95%

L. Saenz

6-10.6.2011

12.67316

83.71467

30

Nicaragua, RAAS,
Reserva Natural
Kahka Creek

174

Etanol 70%/95%

L. Saenz

23-26.3.2011

13.56946

35.69741

Nicaragua,
Jinotega, Reserva
Natural Cerro
Kilumbe
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B.

1.

Apéndice 2

Listado de métodos de extraccion

Previo a la extraccion se coloca en un recipiente debidamente identificado el individuo del cual se extraera
ADN. Se rotulan los tubos de 1.5 ml en los cuales se colocara el tejido para extraer el ADN. Se removeran
tres patas de uno de los lados del organismo y se colocan dentro del tubo. Todo el tejido serd macerado con
nitrégeno liquido.

=

Hoeo~Nooakwd

3.

Método 1

Agregar 600 pl de DNAzol al macerado, colocar en vortex por 10 segundos y agregar 400 pl
adicionales de DNAzol.

Agregar proteinasa K para llegar a una concentracién de 0.5 mg/ml.

Centrifugar en un mini-spin.

Dejar incubando una hora a 56°C, para activar la Proteinasa K.

Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo previamente rotulado.

Agregar 500 pl de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y homogenizar la muestra.
Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos y trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo.

Agregar 500 pul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugar a 13K rpm.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 500 ul de Isopropanol frio y 50 ul de acetato de
amonio a 7.5 M. Dejar toda la noche a -20°C.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Decantar el sobrenadante y agregar 500 pl de etanol al 70% frio.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

. Decantar el sobrenadante y agregar 1000 ul de etanol al 95% frio.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

. Dejar secar el etanol por 15-20 minutos.

. Resuspender en 50 ul de Buffer TE (10 Mm Tris p.H. 8.0y EDTA 1 mM).

Método 2

Agregar 500 pl de Bufer TENT al macerado (10 mM Tris-Cl (pH 7.4), 25 mM EDTA, 10 mM NaCL,
0.5% Triton X-100) y colocar en vortex por 10 segundos.
Agregar 500 ul de Buffer TENT y homogenizar la muestra
Centrifugar 15 minutos a 13K rpm
Descartar el sobrenadante
Resuspender el pellet en 600 ul de Buffer TEN (Sin Triton X-100).
Agregar Proteinasa K para llegar a una concentracion de 0.5 mg/ml
Agregar SDS para que llegue a una concentracion final de 1%.
Centrifugar en un mini-spin.
Dejar incubando una hora a 56°C, para activar la Proteinasa K
. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.
. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo, previamente rotulado.
. Agregar 500 pl de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y homogenizar la muestra
. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos y trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo
. Agregar 500 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugar a 13K rpm
. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 500 ul de Isopropanol fRio y 50 ul de Acetato de
Amonio a 7.5 M, dejar toda la noche overnight a -20°C.
. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.
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17.
18.
19.
20.
21.
22,

4,

=

BO®NOOA®WN

Decantar el sobrenadanete y agregar 500 pl de etanol al 70% fRio.
Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Decantar el sobrenadante y agregar 1000 pl de etanol al 95% fRio.
Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Dejar secar el etanol por 15-20 minutos.

Resuspender en 50 ul de Buffer TE (10 Mm Tris p.H. 8.0y EDTA 1 mM)

Método 3

Agregar 500 pl de Buffer CTAB2X (2% CTAB, 50 Mm Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M
NaCl).

Agregar proteinasa K para llegar a una concentracion de 0.5 mg/ml.

Centrifugar en un mini-spin.

Dejar incubando una hora a 56°C para activar la proteinasa K.

Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo previamente rotulado.

Agregar 500 pl de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y homogenizar la muestra.
Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos y trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo.

Agregar 500 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugar a 13K rpm.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 500 ul de Isopropanol frio y 50 ul de acetato de
amonio a 7.5 M, dejar toda la noche a -20°C.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

Decantar el sobrenadante y agregar 500 pl de etanol al 70% frio.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

. Decantar el sobrenadante y agregar 1000 pl de etanol al 95% frio.

. Centrifugar a 13K rpm por 15 minutos.

. Dejar secar el etanol por 15-20 minutos.

. Resuspender en 50 ul de Buffer TE (10 Mm Tris p.H. 8.0y EDTA 1 mM).
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C. Apéndice 3

1. Detalle de las absorbancias obtenidas de las muestras empleadas en las filogenias
125

| No. Condiciones de preservacion Metodo de extraccion Abs 260 Abs280 Abs320 Pureza Concentracion
65 | Etanol al 95% 1 0.022 0.01 0 110 2.2
80 | Frescos, murieron en etanol al 95% 1 0.033 0.012 -0.001 170 2.62
83 | Frescos, murieron en etanol al 95% 1 0.02 0.008 0.001 95 2.71
86 | Frescos, murieron en etanol al 95% 1 0.03 0.01 -0.001 155 2.82
92 | Etanol al 70%/95% 1 0.039 0.016 0.001 190 2.53
95 | Etanol al 70%/95% 1 0.041 0.023 0.008 165 2.2
98 | Etanol al 970 1 0.03 0.016 0.004 130 2.17
107 | Etanol al 70%/95% 1 0.048 0.023 0.006 210 2.47
113 | Etanol al 70%/95% 1 0.131 0.054 0.005 630 2.57
116 | Etanol al 95% 1 0.018 -0.001 -0.014 160 2.46
119 | Etanol al 95% 1 0.02 0.008 0.003 85 3.4
122 | Etanol al 70%/95% 1 0.065 0.034 0.008 285 2.19
164 | Etanol al 70%/95% 1 0.004 0.002 0.001 15 3
81 | Frescos, murieron en etanol al 95% 2 0.034 0.015 0 170 2.27
84 | Frescos, murieron en etanol al 95% 2 0.022 0.01 -0.001 115 2.09
105 | Etanol al 95% 2 0.023 0.01 0 115 2.3
147 | Seco 2 0.078 0.039 0.002 380 2.05
162 | Etanol al 70%/95% 2 0.017 0.008 0.001 80 2.29
165 | Etanol 70%/95% 2 0.035 0.017 0.001 170 2.13
168 | Etanol 70%/95% 2 0.027 0.013 0.001 130 2.17
171 | Etanol 70%/95% 2 0.058 0.028 0.001 285 2.11
62 | Etanol al 95% 3 0.166 0.219 -0.1 1330 0.83
64 | Etanol al 95% 3 0.166 0.219 -0.1 1330 0.83
79 | Frescos, murieron en etanol al 95% 3 0.073 0.033 0.002 355 2.29
82 | Frescos, murieron en etanol al 95% 3 0.052 0.024 0.002 250 2.27
88 | Frescos, murieron en etanol al 95% 3 0.061 0.027 0 305 2.26
94 | Etanol al 70%/95% 3 0.092 0.042 0.002 450 2.25
97 | Etanol al 70%/95% 3 0.052 0.025 0.002 250 2.17
100 | Etanol al 95% 3 0.026 0.011 0 130 2.36
106 | Etanol al 70%/95% 3 0.057 0.026 0.001 280 2.24
112 | Etanol al 70%/95% 3 0.023 0.012 0.003 100 2.22
118 | Etanol al 95% 3 0.007 0.003 0.001 30 3
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D. Apéndice 4

1. Detalle de las distancias genéticas
Especie 1 Especie 2 Distancia E'fmr
Estandar

Petrejoides jalapensis CB038 Passalus spiniger 0.101 0.021
Petrejoides jalapensis CB038 98 Bolivia Santa Cruz 0.532 0.035
Passalus spiniger 98 Bolivia Santa Cruz 0.569 0.035
Petrejoides jalapensis CB038 97 Guatemala Cerro de Montecristo 0.532 0.035
Passalus spiniger 97 Guatemala Cerro de Montecristo 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 97 Guatemala Cerro de Montecristo 0.069 0.018
Petrejoides jalapensis CB038 95 Guatemala Cerro de Montecristo 0.532 0.035
Passalus spiniger 95 Guatemala Cerro de Montecristo 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 95 Guatemala Cerro de Montecristo 0.053 0.016
97 Guatemala Cerro de 95 Guatemala Cerro de Montecristo 0.048 0.015
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 94 Guatemala Cerro de Montecristo 0.532 0.035
Passalus spiniger 94 Guatemala Cerro de Montecristo 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 94 Guatemala Cerro de Montecristo 0.053 0.016
97 Guatemala Cerro de 94 Guatemala Cerro de Montecristo 0.048 0.015
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 94 Guatemala Cerro de Montecristo 0.000 0.000
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.532 0.035
Passalus spiniger 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.053 0.016
97 Guatemala Cerro de 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.048 0.015
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.000 0.000
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 92 Guatemala Cerro de Montecristo 0.000 0.000
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 89 Guatemala Retalhuleu 0.543 0.035
Passalus spiniger 89 Guatemala Retalhuleu 0.569 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 89 Guatemala Retalhuleu 0.059 0.017
97 Guatemala Cerro de 89 Guatemala Retalhuleu 0.043 0.014
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 89 Guatemala Retalhuleu 0.021 0.010
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 89 Guatemala Retalhuleu 0.021 0.010
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 89 Guatemala Retalhuleu 0.021 0.010
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 88 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035

Cotzumalguapa
Passalus spiniger 88 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa
98 Bolivia Santa Cruz 88 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
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Error

Especie 1 Especie 2 Distancia Estandar

Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 88 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 88 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 88 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 88 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 88 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 86 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 86 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 86 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 86 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 86 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 86 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 86 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 86 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 86 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 84 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 84 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 84 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 84 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 84 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 84 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 84 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 84 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 84 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 84 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 83 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 83 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa
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Error

Especie 1 Especie 2 Distancia .
Estandar

98 Bolivia Santa Cruz 83 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 83 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 83 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 83 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 82 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 82 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 82 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 82 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 82 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 82 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 81 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 81 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 81 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 81 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000
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Error

Especie 1 Especie 2 Distancia Estandar

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 81 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 81 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 80 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 80 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 80 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 80 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

94 Guatemala Cerro de 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 80 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 80 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 79 Escuintla Santa Lucia 0.532 0.035
Cotzumalguapa

Passalus spiniger 79 Escuintla Santa Lucia 0.559 0.035
Cotzumalguapa

98 Bolivia Santa Cruz 79 Escuintla Santa Lucia 0.053 0.016
Cotzumalguapa

97 Guatemala Cerro de 79 Escuintla Santa Lucia 0.048 0.015

Montecristo Cotzumalguapa

95 Guatemala Cerro de 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa
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Error

Especie 1 Especie 2 Distancia .
Estandar

94 Guatemala Cerro de 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

92 Guatemala Cerro de 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Montecristo Cotzumalguapa

89 Guatemala Retalhuleu 79 Escuintla Santa Lucia 0.021 0.010
Cotzumalguapa

88 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 79 Escuintla Santa Lucia 0.000 0.000

Cotzumalguapa Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 65 Guatemala Retalhuleu 0.532 0.035

Passalus spiniger 65 Guatemala Retalhuleu 0.559 0.035

98 Bolivia Santa Cruz 65 Guatemala Retalhuleu 0.053 0.016

97 Guatemala Cerro de 65 Guatemala Retalhuleu 0.048 0.015

Montecristo

95 Guatemala Cerro de 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Montecristo

94 Guatemala Cerro de 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Montecristo

92 Guatemala Cerro de 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 65 Guatemala Retalhuleu 0.021 0.010

88 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 65 Guatemala Retalhuleu 0.000 0.000

Cotzumalguapa

Petrejoides jalapensis CB038 64 Bolivia Santa Cruz 0.532 0.035

Passalus spiniger 64 Bolivia Santa Cruz 0.569 0.035

98 Bolivia Santa Cruz 64 Bolivia Santa Cruz 0.000 0.000

97 Guatemala Cerro de 64 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
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Especie 1 Especie 2 Distancia Estandar

Montecristo

95 Guatemala Cerro de 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 64 Bolivia Santa Cruz 0.059 0.017
88 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 64 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Petrejoides jalapensis CB038 63 Bolivia Santa Cruz 0.532 0.035
Passalus spiniger 63 Bolivia Santa Cruz 0.569 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 63 Bolivia Santa Cruz 0.000 0.000
97 Guatemala Cerro de 63 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 63 Bolivia Santa Cruz 0.059 0.017
88 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
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Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 63 Bolivia Santa Cruz 0.053 0.016
64 Bolivia Santa Cruz 63 Bolivia Santa Cruz 0.000 0.000
Petrejoides jalapensis CB038 62 Bolivia Santa Cruz 0.543 0.036
Passalus spiniger 62 Bolivia Santa Cruz 0.590 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 62 Bolivia Santa Cruz 0.043 0.014
97 Guatemala Cerro de 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
88 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 62 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
64 Bolivia Santa Cruz 62 Bolivia Santa Cruz 0.043 0.014
63 Bolivia Santa Cruz 62 Bolivia Santa Cruz 0.043 0.014
Petrejoides jalapensis CB038 60 Nicaragua Matagalpa 0.543 0.035
Passalus spiniger 60 Nicaragua Matagalpa 0.569 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 60 Nicaragua Matagalpa 0.069 0.018
97 Guatemala Cerro de 60 Nicaragua Matagalpa 0.011 0.007
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 60 Nicaragua Matagalpa 0.032 0.012
88 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
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Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 60 Nicaragua Matagalpa 0.037 0.013
64 Bolivia Santa Cruz 60 Nicaragua Matagalpa 0.069 0.018
63 Bolivia Santa Cruz 60 Nicaragua Matagalpa 0.069 0.018
62 Bolivia Santa Cruz 60 Nicaragua Matagalpa 0.080 0.019
Petrejoides jalapensis CB038 57 Bolivia Santa Cruz 0.559 0.035
Passalus spiniger 57 Bolivia Santa Cruz 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 57 Bolivia Santa Cruz 0.106 0.022
97 Guatemala Cerro de 57 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 57 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
88 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 57 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.018
64 Bolivia Santa Cruz 57 Bolivia Santa Cruz 0.106 0.022
63 Bolivia Santa Cruz 57 Bolivia Santa Cruz 0.106 0.022
62 Bolivia Santa Cruz 57 Bolivia Santa Cruz 0.117 0.023
60 Nicaragua Matagalpa 57 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
Petrejoides jalapensis CB038 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.548 0.035
Passalus spiniger 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.580 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.106 0.022
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97 Guatemala Cerro de 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.138 0.024
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.138 0.025
88 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.133 0.024
64 Bolivia Santa Cruz 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.106 0.022
63 Bolivia Santa Cruz 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.106 0.022
62 Bolivia Santa Cruz 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.128 0.024
60 Nicaragua Matagalpa 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.138 0.025
57 Bolivia Santa Cruz 171 Nicaragua Reserva RAAS 0.160 0.026
Petrejoides jalapensis CB038 168 Nicaragua Jinotega 0.553 0.035
Passalus spiniger 168 Nicaragua Jinotega 0.574 0.034
98 Bolivia Santa Cruz 168 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
97 Guatemala Cerro de 168 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 168 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
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Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 168 Nicaragua Jinotega 0.106 0.021
64 Bolivia Santa Cruz 168 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
63 Bolivia Santa Cruz 168 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
62 Bolivia Santa Cruz 168 Nicaragua Jinotega 0.128 0.024
60 Nicaragua Matagalpa 168 Nicaragua Jinotega 0.101 0.021
57 Bolivia Santa Cruz 168 Nicaragua Jinotega 0.138 0.024
171 Nicaragua Reserva RAAS 168 Nicaragua Jinotega 0.090 0.020
Petrejoides jalapensis CB038 165 Bolivia Santa Cruz 0.537 0.036
Passalus spiniger 165 Bolivia Santa Cruz 0.553 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 165 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.019
97 Guatemala Cerro de 165 Bolivia Santa Cruz 0.069 0.018
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 165 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.019
88 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
64 Bolivia Santa Cruz 165 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.019
63 Bolivia Santa Cruz 165 Bolivia Santa Cruz 0.074 0.019
62 Bolivia Santa Cruz 165 Bolivia Santa Cruz 0.090 0.020
60 Nicaragua Matagalpa 165 Bolivia Santa Cruz 0.080 0.019
57 Bolivia Santa Cruz 165 Bolivia Santa Cruz 0.117 0.023
171 Nicaragua Reserva RAAS 165 Bolivia Santa Cruz 0.154 0.025
168 Nicaragua Jinotega 165 Bolivia Santa Cruz 0.128 0.023
Petrejoides jalapensis CB038 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.543 0.036
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Passalus spiniger 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
97 Guatemala Cerro de 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
57 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.149 0.025
171 Nicaragua Reserva RAAS 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.149 0.025
168 Nicaragua Jinotega 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.154 0.025
165 Bolivia Santa Cruz 164 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
Petrejoides jalapensis CB038 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.543 0.036
Passalus spiniger 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
97 Guatemala Cerro de 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023

68




Error

Especie 1 Especie 2 Distancia Estandar

Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.101 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.022
57 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.149 0.025
171 Nicaragua Reserva RAAS 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.149 0.025
168 Nicaragua Jinotega 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.154 0.025
165 Bolivia Santa Cruz 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
164 Guatemala Cerro de 162 Guatemala Cerro de Montecristo 0.000 0.000
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 147 Colombia Sierra Nevada 0.532 0.035
Passalus spiniger 147 Colombia Sierra Nevada 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.069 0.018
97 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.000 0.000
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 147 Colombia Sierra Nevada 0.043 0.014
88 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
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Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 147 Colombia Sierra Nevada 0.048 0.015
64 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.069 0.018
63 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.069 0.018
62 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.080 0.019
60 Nicaragua Matagalpa 147 Colombia Sierra Nevada 0.011 0.007
57 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.069 0.018
171 Nicaragua Reserva RAAS 147 Colombia Sierra Nevada 0.138 0.024
168 Nicaragua Jinotega 147 Colombia Sierra Nevada 0.112 0.022
165 Bolivia Santa Cruz 147 Colombia Sierra Nevada 0.069 0.018
164 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.112 0.022
Montecristo

162 Guatemala Cerro de 147 Colombia Sierra Nevada 0.112 0.022
Montecristo

Petrejoides jalapensis CB038 122 Nicaragua Jinotega 0.543 0.036
Passalus spiniger 122 Nicaragua Jinotega 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.101 0.021
97 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 122 Nicaragua Jinotega 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 122 Nicaragua Jinotega 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.101 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.101 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 122 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
57 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.149 0.025
171 Nicaragua Reserva RAAS 122 Nicaragua Jinotega 0.149 0.025
168 Nicaragua Jinotega 122 Nicaragua Jinotega 0.154 0.025
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165 Bolivia Santa Cruz 122 Nicaragua Jinotega 0.122 0.023
164 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.000 0.000
Montecristo

162 Guatemala Cerro de 122 Nicaragua Jinotega 0.000 0.000
Montecristo

147 Colombia Sierra Nevada 122 Nicaragua Jinotega 0.112 0.022
Petrejoides jalapensis CB038 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.548 0.036
Passalus spiniger 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
97 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
Montecristo

95 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo

94 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo

92 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo

89 Guatemala Retalhuleu 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

86 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

84 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

83 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

82 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

81 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

80 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

79 Escuintla Santa Lucia 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa

65 Guatemala Retalhuleu 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
57 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
171 Nicaragua Reserva RAAS 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.144 0.024
168 Nicaragua Jinotega 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
165 Bolivia Santa Cruz 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.133 0.024
164 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo

162 Guatemala Cerro de 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo

147 Colombia Sierra Nevada 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
122 Nicaragua Jinotega 119 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Petrejoides jalapensis CB038 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.548 0.036
Passalus spiniger 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.564 0.035
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98 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
97 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
57 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
171 Nicaragua Reserva RAAS 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.144 0.024
168 Nicaragua Jinotega 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
165 Bolivia Santa Cruz 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.133 0.024
164 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
122 Nicaragua Jinotega 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
119 Nicaragua Reserva Pefia 118 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.000 0.000
Blanca
Petrejoides jalapensis CB038 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.548 0.036
Passalus spiniger 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
97 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
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Montecristo
92 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.106 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
57 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
171 Nicaragua Reserva RAAS 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.144 0.024
168 Nicaragua Jinotega 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.138 0.024
165 Bolivia Santa Cruz 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.133 0.024
164 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.128 0.023
122 Nicaragua Jinotega 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.048 0.015
119 Nicaragua Reserva Pefia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.000 0.000
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 116 Nicaragua Reserva Pefia Blanca 0.000 0.000
Blanca
Petrejoides jalapensis CB038 113 Guatemala Tarrales 0.537 0.035
Passalus spiniger 113 Guatemala Tarrales 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.024
97 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.149 0.025
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 113 Guatemala Tarrales 0.149 0.025
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88 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
64 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.024
63 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.024
62 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.160 0.026
60 Nicaragua Matagalpa 113 Guatemala Tarrales 0.160 0.026
57 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.170 0.026
171 Nicaragua Reserva RAAS 113 Guatemala Tarrales 0.096 0.021
168 Nicaragua Jinotega 113 Guatemala Tarrales 0.101 0.021
165 Bolivia Santa Cruz 113 Guatemala Tarrales 0.160 0.025
164 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 113 Guatemala Tarrales 0.149 0.025
122 Nicaragua Jinotega 113 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
119 Nicaragua Reserva Pefia 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.025
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.025
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 113 Guatemala Tarrales 0.144 0.025
Blanca
Petrejoides jalapensis CB038 112 Guatemala Tarrales 0.543 0.036
Passalus spiniger 112 Guatemala Tarrales 0.564 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.101 0.021
97 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.112 0.022
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 112 Guatemala Tarrales 0.106 0.022
88 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
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86 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 112 Guatemala Tarrales 0.117 0.023
64 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.101 0.021
63 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.101 0.021
62 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.112 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 112 Guatemala Tarrales 0.112 0.022
57 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.149 0.025
171 Nicaragua Reserva RAAS 112 Guatemala Tarrales 0.149 0.025
168 Nicaragua Jinotega 112 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
165 Bolivia Santa Cruz 112 Guatemala Tarrales 0.122 0.023
164 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.000 0.000
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 112 Guatemala Tarrales 0.000 0.000
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 112 Guatemala Tarrales 0.112 0.022
122 Nicaragua Jinotega 112 Guatemala Tarrales 0.000 0.000
119 Nicaragua Reserva Pefia 112 Guatemala Tarrales 0.048 0.015
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 112 Guatemala Tarrales 0.048 0.015
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 112 Guatemala Tarrales 0.048 0.015
Blanca
113 Guatemala Tarrales 112 Guatemala Tarrales 0.154 0.025
Petrejoides jalapensis CB038 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.548 0.035
Passalus spiniger 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.574 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.106 0.022
97 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.128 0.024
88 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
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Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.133 0.024
64 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.106 0.022
63 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.106 0.022
62 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.112 0.023
60 Nicaragua Matagalpa 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
57 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
171 Nicaragua Reserva RAAS 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.160 0.026
168 Nicaragua Jinotega 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.144 0.025
165 Bolivia Santa Cruz 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.138 0.025
164 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.144 0.024
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.144 0.024
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.122 0.023
122 Nicaragua Jinotega 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.144 0.024
119 Nicaragua Reserva Pefia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.138 0.025
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.138 0.025
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.138 0.025
Blanca
113 Guatemala Tarrales 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.160 0.026
112 Guatemala Tarrales 107 Guatemala Cerro de Montecristo 0.144 0.024
Petrejoides jalapensis CB038 106 Guatemala Huehuetenango 0.532 0.035
Passalus spiniger 106 Guatemala Huehuetenango 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.053 0.016
97 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.048 0.015
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 106 Guatemala Huehuetenango 0.021 0.010
88 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
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Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 106 Guatemala Huehuetenango 0.000 0.000
64 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.053 0.016
63 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.053 0.016
62 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.080 0.019
60 Nicaragua Matagalpa 106 Guatemala Huehuetenango 0.037 0.013
57 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.074 0.018
171 Nicaragua Reserva RAAS 106 Guatemala Huehuetenango 0.133 0.024
168 Nicaragua Jinotega 106 Guatemala Huehuetenango 0.106 0.021
165 Bolivia Santa Cruz 106 Guatemala Huehuetenango 0.080 0.019
164 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 106 Guatemala Huehuetenango 0.048 0.015
122 Nicaragua Jinotega 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
119 Nicaragua Reserva Pefia 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
Blanca
113 Guatemala Tarrales 106 Guatemala Huehuetenango 0.154 0.025
112 Guatemala Tarrales 106 Guatemala Huehuetenango 0.117 0.023
107 Guatemala Cerro de 106 Guatemala Huehuetenango 0.133 0.024
Montecristo
Petrejoides jalapensis CB038 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.543 0.036
Passalus spiniger 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.580 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.011 0.007
97 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.080 0.019
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.069 0.018
88 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
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Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
64 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.011 0.007
63 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.011 0.007
62 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.043 0.014
60 Nicaragua Matagalpa 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.080 0.019
57 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.117 0.023
171 Nicaragua Reserva RAAS 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.117 0.023
168 Nicaragua Jinotega 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.112 0.022
165 Bolivia Santa Cruz 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.080 0.019
164 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.112 0.022
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.112 0.022
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.080 0.019
122 Nicaragua Jinotega 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.112 0.022
119 Nicaragua Reserva Pefia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.106 0.021
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.106 0.021
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.106 0.021
Blanca
113 Guatemala Tarrales 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.144 0.024
112 Guatemala Tarrales 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.112 0.022
107 Guatemala Cerro de 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.106 0.022
Montecristo
106 Guatemala Huehuetenango 105 Ecuador Rio Shiripuno 0.064 0.018
Petrejoides jalapensis CB038 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.532 0.035
Passalus spiniger 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.559 0.035
98 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.080 0.019
97 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.074 0.019
Montecristo
95 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Montecristo
94 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Montecristo
92 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
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Montecristo
89 Guatemala Retalhuleu 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.048 0.015
88 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
86 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
84 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
83 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
82 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
81 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
80 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
79 Escuintla Santa Lucia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
Cotzumalguapa
65 Guatemala Retalhuleu 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
64 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.080 0.019
63 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.080 0.019
62 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.106 0.022
60 Nicaragua Matagalpa 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.064 0.018
57 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.101 0.021
171 Nicaragua Reserva RAAS 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.149 0.025
168 Nicaragua Jinotega 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.128 0.023
165 Bolivia Santa Cruz 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.106 0.022
164 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
Montecristo
162 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
Montecristo
147 Colombia Sierra Nevada 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.074 0.019
122 Nicaragua Jinotega 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
119 Nicaragua Reserva Pefia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
Blanca
118 Nicaragua Reserva Pefia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
Blanca
116 Nicaragua Reserva Pefia 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
Blanca
113 Guatemala Tarrales 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.165 0.026
112 Guatemala Tarrales 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.133 0.024
107 Guatemala Cerro de 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.149 0.025
Montecristo
106 Guatemala Huehuetenango 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.027 0.012
105 Ecuador Rio Shiripuno 100 Guatemala AV Laguna Lachua 0.090 0.021
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