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Resumen

La lagartija de cola rayada Aspidoscelis hyperythra es una especie endémica de la
peninsula de Baja California con una amplia distribucion y variacion morfoldgica a lo largo
de la peninsula. Pese a que existen algunos estudios sobre la ecologia y biologia aun se sabe
relativamente poco sobre parametros como la variacion, estructuracion genética y flujo
génico entre poblaciones, aspectos que son de importancia bésica para conocer el estado de
actual de la especie y fundamentales para proponer medidas que aseguren su conservacion.
Asi, con el proposito de abordar un estudio sobre la diversidad genética de la especie y
estructura genética de sus poblaciones se consider6 como herramienta el desarrollo de
marcadores microsatélite. Se construy6 una libreria gendmica enriquecida con fragmentos
microsatélite. De esta libreria se secuenciaron 187 clonas, de las cuales 94 contuvieron
microsatélites. De acuerdo al tipo de repeticion y el tamafio del fragmento se sintetizaron
31 pares de cebadores, de los cuales se seleccionaron 10 pares de cebadores en base a la
amplificacion de productos especificos y polimorfismo observado. Estos cebadores
mostraron ser funcionales en varias localidades peninsulares de A. hyperythra, ademas de
presentar amplificacion cruzada y polimorfismo en cinco taxa insulares pertenecientes al
grupo A. deppii. Para estudiar la variacion genética de la especie a nivel intra e
interpoblacional se seleccionaron dos localidades peninsulares, separadas unos 100 km
entre si ,y una insular (Espiritu Santo) y se incluyd con fines comparativos a A. ceralbensis
(Isla Cerralvo), especie cercanamente relacionada. Se encontraron niveles de diversidad
genética de moderados a altos en A. hyperythra y consistentemente menores en A.
ceralbensis. Se detectaron desviaciones al equilibrio de Hardy Weinberg generadas por un
déficit de heterocigotos. Distintas pruebas sugirieron que factores como la endogamia
poblacional, variacion espacio-temporal e incidencia de alelos nulos pueden ser
responsables del déficit observado. Contrariamente a lo esperado, las estimaciones de
diferenciacion genética (Fsr) y distancias genéticas (Dcg) mostraron que las poblaciones de
Comitan y Espiritu Santo se encuentran genéticamente menos diferenciadas que Comitan
respecto a la otra poblacion peninsular. Por su parte A. ceralbensis mostrd niveles altos de
diferenciacion respecto a cualquiera de las poblaciones de A. hyperythra. La inferencia de
estructura y flujo génico empleando pruebas de asignacidon corrobord esta estructura e
identifico algunos individuos en Comitan y Espiritu Santo como migrantes recientes. Los
resultados aqui generados sugieren un posible efecto de aislamiento por distancia entre
localidades peninsulares de A. hyperythra. Asi mismo estas evidencias sugieren que la
clasificacion de A. h. espiritensis al rango de especie propuesta por Grismer (1999) no
deberia ser mantenida. La existencia de flujo génico reciente entre Espiritu Santo y
Comitéan podria ser explicado a través del traslado de organismos por actividades humanas
6 por dispersion a través del agua durante eventos climatoldégicos como tormentas 6
huracanes, un fenémeno también documentado en otros reptiles que habitan sistemas
insulares.

Palabras clave
Aspidoscelis hyperythra,  diversidad genética, estructura genética, flujo génico,
microsatélites.



Abstract

The whiptail lizard Aspidoscelis hyperythra is an endemic species from the Baja
California peninsula, broadly distributed and with morphological variation along its
distribution. Some studies about the ecology and biology of the species has been done,
however little information exist about population parameters as genetic variation, genetic
structure and gene flow between populations, issues that are of central concern in
conservation purposes. With the aim of addressing a study of the genetic diversity of the
species and genetic structure of their populations, microsatellite markers were developed.
An enriched genomic library was constructed. One hundred and eighty-seven clones were
sequenced; ninety four of whose contain microsatellites. Thirty one pairs of primers were
designed, selecting a final set of 10 pairs of primers depending on the specific amplified
products and the observed polymorphism. These primers successfully amplified in several
samples coming from different localities, and also cross-amplified on five insular taxa of
the A. deppii group. Two peninsular localities and the island of Espiritu Santo were
sampled for genetic variation purposes in A. hyperythra. We also included A. ceralbensis
(Cerralvo island), a species closely related to A. hyperythra, in order to compare their
genetic diversities. Levels of genetic variation were moderate to high in A. hyperythra and
lower in A. ceralbensis. The four populations showed deviation from HWE due to a
heterozygote deficit. Several test suggest than inbreeding, spatial-temporal variation and
null alleles incidence could all of them responsible of the observed heterozygote deficit.
Opposite to ours expectations, estimates of genetic differentiation (Fsy) and genetic
distances (Dcg) showed that populations of Comitan and Espiritu Santo are less
differentiated than Comitan respect to Km128 (both of them are peninsular populations).
On the other hand, higher levels of differentiation of A. ceralbensis compared to others
populations of A. hyperythra are reported in this study. Likewise assignment tests and gene
flow rates supported the inferred structure and identified potentially recent migrants
between Comitan and Espiritu Santo. Our results suggest the effect of isolation by
geographic distance on peninsular populations of A. hyperythra. The maintenance of recent
gene flow between Espiritu Santo and Comitan suggests accidental translocations of
animals due to human activities. Over-water dispersion during storms or hurricanes is also
proposed, a phenomenon well-documented in other reptiles inhabiting island systems.

Key words

Aspidoscelis hyperythra, gene diversity, gene flow, genetic structure, microsatellites.



Dedicatoria

A mis tres grandes guias y mas preciado tesoro: Angelina, Héctor y Zere
Mi familia

Tu risa me hace libre,/ me pone alas./ Soledades me quita,/ carcel me arranca.
(Miguel Hernandez)



Agradecimientos

Quiero agradecer al personal del CIBNOR por darme la oportunidad de realizar mis
estudios de maestria y el apoyo brindado durante la realizacion de dos estancias en el
extranjero. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca de Maestria No.
206579 otorgada y el apoyo brindado a través del programa de becas para estancias en el
extranjero para becarios nacionales.

Al personal de la Estacion Bioldgica de Dofiana (Sevilla-Espafia) especialmente a los
miembros del Laboratorio de Ecologia Molecular y principalmente a Alex, Laura, Ana,
Carlos, Maria, Néstor, Moni, Paula, Juan, Miguel Delibes, Sofia y Eva, con quienes
comparti muchos bellos momentos y a quienes atesoro por la sincera amistad y el apoyo
brindado.

Un especial reconocimiento a Adrian Munguia Vega quien me brindé su apoyo y
conocimiento durante la primera fase de este trabajo de tesis y con quien he tenido el gusto
de colaborar desde hace ya algunos afios.

Al grupo de Genética Acuicola, principalmente al grupo encabezado por el Dr. Pedro Cruz
y Dr. Ricardo Pérez. De ellos y mis compafieros aprendi mucho durante los seminarios del
grupo de Genética, gracias a todos por sus comentarios y ensefanzas.

A mi director de tesis a quien le guardo un gran carifio, Carmen. Por el apoyo incondicional
y la buena disposicion que mostraste siempre para ayudarme a sacar este trabajo adelante y
por permitirme llegar hasta donde por tiempo me fue posible, por todos los momentos

buenos y dificiles, gracias.



il

A Ricardo Estrella, por su apoyo y buena disposicion en todo momento y por su invaluable
ayuda para que este trabajo de tesis llegara a buen termino, mil gracias.

Godoy, cotutor y orientador de mi trabajo de investigacion. Gracias por tu dedicacion y
enseflanzas, por centrarme, inspirar y apoyar en todo momento mi deseo de aprender mas,
de ti aprendi y maduré cosas que tendré siempre muy presentes.

Al técnico Abelino Cota por su ayuda durante los muestreos en campo y por ensefiarme
como ser toda una “cazador de huicos™.

A mis queridos amigos pacefios a quienes nunca voy a olvidar: Sergio, Rosy, Masso, Rob,
Bonjii, Cholito, Lucy, Brito, Erendida, Getza, Adan, Ange, Arlet, Vero, Yssel y para
quienes siempre desearé lo mejor de la vida. Y finalmente a mi querido amigo Hever

Latisnere.



il

Contenido

Introduccion general......... .. .. e 1
Aspectos Biologicos y Ecologicos de la lagartija de cola rayada Aspidoscelis
NYPEIYINIA. ..., 1

ANLECEACIMEES. ... ... e 5
Aspectos de filogeografia de A. hyperythra .............c.ooiiiiiiiiii 5

JUSHIfICACION. ... 6

Objetivo General........ ... 8

Estructurade la Tesis........ ... 8

CAPITULO I: Aislamiento y caracterizacién de marcadores microsatélite en la lagartija de
cola rayada Aspidoscelis hyperythra

LT INtroducCiOn. .. ... ..o e e 9
[.1.2 Microsatélites: CaracteriStiCas. .. ......vueiimueiriitintineatiitii e 9

[.1.2.1 Microsatélites Aplicacion............c.vvviiiiiiiiiiiiiiieiieiiieeineann, 11

[.1.2.2 Microsatélites: ANALISIS. ... ..o.vvuiiuiniiiiiiiii e 12

1.1.2.3 Metodologias para el aislamiento de microsatélites......................14

[.1.2.4 Amplificacion cruzada de microsatélites........c..cevvvuiiininninnnn. 14

L2 Antecedentes. ... . ..o 9
1.2.1 Microsatélites reportados para el género Cnemidophorus y Aspidoscelis.......16

1.3 Objetivos eSpecificos. ...........c.ooiiiiii e 17
L.4 Materiales y MEtOdoS. ..........ooouiiniiiii e 17
1.4.1 Area de muestreo y colecta de MUESLIAS. ...........oevueeeeeeeeeieeeeeieee, 17

[.4.2 Extraccion de ADN geNOMICO. ... ouuiiuiintiitt ittt eieeeeieeie e eeeaanns 19

1.4.3 Aislamiento y Caracterizacion de microsatélites..............c.ovvviiiniennn.n.. 19

1.4.3.1 Digestion del ADN empleando enzimas de restriccion................ 20

1.4.3.2 Union de los fragmentos de ADN a adaptadores SuperSNX.......... 20

1.4.3.3 Enriquecimiento empleando perlas magnéticas......................... 22

1.4.3.4 Aumento en la cantidad de ADN enriquecido mediante PCR.........24

1.4.3.5 Uniodn de fragmentos de ADN a un vector de clonacion............... 25

[.4.3.6 SECUCNCIACION. . ...ttt 26

[.4.3.7 Andlisis de clonas..........coooeiiiiiii i 26

1.4.3.8 Disefio de cebadores. .........o.eiuiiiiiiiiiiii i 27

1.4.3.9 Pruebas de amplificacion mediante PCR y estandarizacion........... 27

1.4.3.10 Analisis automatico de microsatélites..........cccevveeriinieeniennieeneenne 29

LS ReSUIEAAOS. ..ottt 32
[.5.1 Analisis de clonas y SECUENCIAS. .....vuuieriiie e eae e 32

1.5.2 Disefio de cebadores y pruebas de amplificacion.......................ooenes 36

1.5.3 Analisis de microsatelites. ...........oviuiiuiiiiiii i 40

L0 DS CUSION . ..o e e 41



v

Capitulo II: Variacion y estructura genética en A. hyperythra.

TLT IntroducCion. .. ... ..o e 45
I1.1.1 Diversidad genética en poblaciones............c.ccovvviieiiiiiiiiiinieneennnnn. 45
I1.1.2 Estructura y FIUjo @€NicCo.......o.ovuiiiiiiiiiii e 47
I1.2.1.1 indices de fijacion Fs1 Y RoTeevviiiii i 49
T2 AnteCedentes.. ... .....oonuii it 51
I1.2.1 Variacion geografica de A. hyperythra................oocooiiiiiiii.. 51
I1.2.2 Capacidad de MOVIMIENTO ........ovuiriiitieiii i 52
I1.3 ODbjetivos especifiCos. ..........c.ooiuiiiiiii e 54
TLd HAPOUESIS. . ... 54
I1.5 Materiales y MEtOdOS. ..........c.oiniiiiiii e 55
I1.5.1 Colecta de MUESIIAS. . ... .ueiie e e 55
I1.5.2 Amplificacion de microsatélites y asignacion de genotipos.............ecuvenieen. 56
I1.5.3 Variacion intrapoblacional en A. hyperythra y A. ceralbensis................ 57
I1.5.3.1 Estimaciones de Diversidad Genética.................cooeviiiiniina.... 57
11.5.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y endogamia poblacional
T 58
I1.5.3.3 Analisis del desequilibrio de ligamiento....................cooeeeini. 59
I1.5.3.4 Incidencia de alelos nulos y otros errores durante la asignacion de
Fo0S] 1 0] 7010 59
I1.5.3.5 Efecto del tipo de muestreo en el nivel de heterocigosidad
ODSETVAda. ... 60
I1.5.3.6 Variacion espacio-temporal en muestras del Comitan................. 61
I1.5.4 Diferenciacion y estructura genética interpoblacional en A. hyperythra........62
I1.5.4.1 Analisis de estructura genética entre poblaciones...................... 62
I1.5.4.2 Analisis Factorial de Correspondencia (AFC).......................... 63
I1.5.4.3 Estimaciones de diferenciacion genética (Fsr) y nimero de
migrantes (NM). ... e 63
I1.5.4.4 Construccion de dendogramas a partir del célculo de distancias
Fo0S] 18 Lo T PP 65
I1.5.4.5 Estructura genética e inferencia de flujo génico empleando pruebas
de asignacion de individuos. ...... ..o 66
L6 Resultados. ... ..o e 68
I11.6.1 Asignacion de genotipos en A. hyperythra y A. ceralbensis..................... 68
I1.6.2 Variacion intrapoblacional...............ooiiiiiiii i 70
I1.6.2.1 Estimaciones de Diversidad Genética............cccoeevuiviiiinnen... 70
11.6.2.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y endogamia poblacional
(FIS ) e et 74
I1.6.2.3 Analisis al Desequilibrio de Ligamiento (LD).......................... 76

[1.6.2.4 Incidencia de alelos nulos y otros errores durante la
asigNacion de eNOtIPOS. .....vvutintiirt et et ettt eee e 76



I1.6.2.5 Efecto del tipo de muestreo en el nivel de heterocigosidad observada

.......................................................................................... 78
I1.6.2.6 Variacion espacio-temporal en muestras del Comitan................. 80
I1.7 Analisis interpoblacional en A. hyperythra...................cooooiiiiiil, 81
I1.7.1 Analisis de estructura genética entre poblaciones........................ 81
I1.7.2 Anélisis Factorial de Correspondencia (AFC)................oooeiiii. 81
I1.7.3 Estimaciones de diferenciacion genética (Fst) y numero de migrantes
1) T 82
I1.7.4 Construccion de dendogramas a partir del calculo de distancias
oS 18 Lo 85
I1.7.5 Estructura genética e inferencia de flujo genética empleando pruebas
de asignacion de individuos. ..........oooiiiiiii i 88
TL8 DiSCUSION. . ... e 90
I1.8.1 Rangos alélicas observados entre miembros del complejo A. deppii e
incidencia de homoplasia............ooeiiiiiiii i 90
I1.8.2 Variacion genética intrapoblacional................cooiiiiiiiiiiiiiiin.. 91
I1.8.3 Déficit de heterocigotos, ¢artefacto 6 caracteristica bioldgica?...................... 93
11.8.4 Diferenciacion y distancia genética entre poblaciones de A. hyperythra...... 96
I1.8.5 Efecto de la incidencia de alelos nulos sobre el nivel de diferenciacion y
dIStANCIaS GENETICAS. ... ettt ettt et e e 97
11.8.6 Inferencia de flujo génico entre poblaciones de A. hyperythra.................. 98
I1.8.7 Flujo génico entre Espiritu Santo y Comitan, ;jEfecto reciente a causa de
actividades humanas y climatolOgicas?.........ccceevuieriieriieniieiiecieeie e 100
I1.8.8 Implicaciones taxondmicas y de Conservacion.............c.ceoevueneenennen.. 101
Conclusiones Generales............ ... 103
Referencias. ... ... .o, 105
A0 L. 112



vi

Lista de Figuras

Figura 1. Vista superior y lateral de la lagartija de cola rayada Aspidoscelis hyperythra.......4
Figura 2. Distribucion de Aspidoscelis hyperythra en la peninsula de Baja California. ....... 4
Figura 3. Electroferograma mostrando el patrén de bandeo para individuos heterocigotos y

NOTNOCTZOT0S. .vveiivieiiiieeeiiee ettt et et e et e e et e e e taeesteeesteeesssaeeesseeeesseeessseeensseannns 12
Figura 4. Area de estudio Y puntos de COIECHA. ..........ovimrvivrieieeeeeeeeeereeeeeeeeee e ees s 18
Figura 5. Sistema de marcaje con fluorescencia empleando el primer M 13 para analisis
automatico de MICTOSALEIITES. . ..ec.verueeiiiiiiieie et 30
Figura 6. Tamafio en pares de bases (pb) de las clonas amplificadas por cada sonda
empleada durante el enriqUECIMICNTO. .......cccueeruieriierieeiierie et 33
Figura 7. Distribucion de los tamafos alélicos observados para los marcadores Ashy8 y
Ashy9 en individuos del COMItAN.........c..cocviiiuiiiiieiieeie ettt eaees 69
Figura 8. Valores promedio en las estimaciones del nimero de alelos (Na) y riqueza alélica
(AR . ettt st b et b ettt be et 72
Figura 9. Valores promedio en las estimaciones de heterocigosidad esperada (Hg) y
heterocigosidad observada (Hp).......cueeoveerieiiiiiieeiiee e 72
Figura 10. Distribucion observada del coeficiente de parentesco rXy entre pares de
INdividuos POr POBIACION. .....c..eiiiieiiiiit et 79
Figura 11. Anélisis Factorial de Correspondencia.. ..........ccueecveerueerieenieniieenieeieeseeeveeninens 82
Figura 12. Dendograma UPGMA poblacional.. ...........cccevviiriiniiiiniininiineeeeiceceee 86
Figura 13. Dendograma NJ incluyendo a cada individuo por poblacion.............ccevvenenee. 87

Figura 14. Poblaciones inferidas mediante el analisis en STRUCTURE.. ............ccccceenee. 89



vii

Lista de Tablas

Tabla I. Relacion del nimero de clonas analizadas, secuenciadas y con32microsatélites, por

cada sonda empleada durante el enriqueCIMIENtO. ........cc.eerveerieeriiieniierieeiie e 32
Tabla II. Motivos de repeticion aislados a partir de la sonda CTys, GTis y GATAjo........... 35
Tabla III. Tipo de repeticion y tamafio del fragmento esperado para 31 pares de cebadores
AISERAOS. . ¢ttt e e 36
Tabla IV. Cebadores y condiciones de PCR para diez loci microsatélites analizados de A.
hyperythra y en especies y subespecies insulares del grupo A. deppii. .................... 38
Tabla V. Numero de alelos y rango alélico observado en especies y subespecies insulares
del GrUPO A, JEPPIE coceeerieieeeiete ettt ettt 39
Tabla VI. Interpretacion de 1os valores de For.....oovuieiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 50
Tabla VII. Localidad de muestreo, numero de individuos colectados por afio. ................... 55
Tabla VIII. Rango alélico amplificado por marcador y poblacion. ...........cccceeeeveerieneenenne 70
Tabla IX. Variabilidad genética en A. hyperythra y A. ceralbensis. ..........cccccoeevveeierirennenne. 71
Tabla X. Significancia de las diferencias observadas en los valores de diversidad genética
PO PAres de PODLACIONES.. ....veeviieiieiieeiieriie ettt ettt ettt e ebeesaeeebeesreeesseeseeenseas 73
Tabla XI. Analisis del HWE y estimacion del coeficiente de endogamia (Fig).........c.......... 75
Tabla XII. Variacion en la estimacion del Fig global...........cccoocviioiiiiiiniiiiiiieeieeeeeee 76
Tabla XIII. Frecuencia de alelos nulos por locus y poblacion............ccccceeveenieniienienienee. 77

Tabla XIV. Valores del coeficiente de coancestria y endogamia Fs en submuestras
provenientes de distintos afios y puntos de colecta para la poblacion del Comitan..80

Tabla XV. Variacion en la estimacion del Fig global.. .......ccccoocviiiiiiiiiniiiiiiiececeeeee 83
Tabla XVI. Diferenciacion genética entre pares de poblaciones (0s7). .....cocvevveevverveneenenne. 84
Tabla XVII. Numero de migrantes por generacion entre pares de poblaciones. .................. 84
Tabla XVIII. Distancias genéticas Dcg por par de poblaciones. ..........cccceevvereeneriineennenne 85

Tabla XIX. Probabilidad de pertenencia en base a pruebas de asignacion de individuos....89



viii



INTRODUCCION GENERAL.

Aspectos Bioldgicos y Ecolégicos y de lagartija de cola rayada Aspidoscelis hyperythra

Dentro de los reptiles del Orden Sauria, la Familia Teiidae la constituyen un grupo
de lacértidos conocidos cominmente como lagartijas colas de latigo (por whiptail lizards).
Este grupo presenta una amplia distribucion en el continente Americano, la cual abarca
parte de Estados Unidos, México, América Central, gran parte de las islas del Caribe y la
mayor parte del Sur de América, a excepcion de los Andes y los climas mas extremosos del

sur (Grismer 2002, Pianka y Vitt 2003).

Los miembros de esta familia tienen cuatro patas, con las patas traseras mas largas,
cuerpos aerodinamicos, colas largas, hocicos relativamente puntiagudos y parpados. Son
forrajeadores activos y ponen huevos (Pianka y Vitt 2003). Dependiendo de la especie
alcanzan de 7 a 50 cm de longitud Cabeza-Cloaca LCC. La mayoria de los Teidos son
bisexuales y presentan reproduccion sexual, aunque varios se reproducen por

partenogénesis (Grismer 2002, Pianka y Vitt 2003).



A. hyperythra es una especie endémica de la region de Baja California y su
distribucion abarca de San Bernandino California a los Cabos en Baja California Sur,
incluyendo las islas San Marcos y Coronados en el Golfo de California y las islas

Magdalena y Santa Margarita en el Pacifico (Fig.2, Grismer 1999).

Es una lagartija pequena, con una longitud corporal no mayor a los 72 mm de SVL
y presenta un patroén de coloracion corporal gris, café rojizo 6 café oscuro con cinco o siete
lineas verticales de color amarillo palido en la parte dorsal. En recién nacidos y juveniles la
cola y patas son de color azul brillante (Fig.1) Presentan parpados moviles, escamas
dorsales granulares y largas escamas ventrales imbricadas (Jennings y Hayes 1994, Grismer
2002). A diferencia del resto de las especies del género Aspidoscelis en la region, A.
hyperythra presenta una unica escama fronto-parietal al igual que A. ceralbensis (Grismer

2002).

Una de las principales caracteristicas que distingue a ambos sexos en el estadio
adulto es la presencia de una coloracion anaranjada en el mentén y la parte ventral del
cuerpo de los machos durante la época de reproduccion (Pianka y Vitt 2003). Aunque en
ocasiones las hembras gravidas también pueden presentar esta coloracion especialmente

delineando la mandibula inferior (Fig.1)



A. hyperythra alcanza la madurez sexual antes de cumplir el primer ano de edad. El
periodo de reproduccion es de tres meses y comprende desde mediados del mes de Abril a
mediados del mes de Julio. El nimero de puestas en un mismo ciclo reproductivo parece
estar relacionado con la edad, y suele ser de dos para las hembras mayores a dos afos y de
una puesta para las hembras mas jovenes. El nimero de huevos por puesta varia de 2 a 3

con un periodo de incubacion de 50 a 60 dias (Bostic 1966).

La especie habita una alta diversidad de ambientes incluyendo el chaparral, las
praderas, zonas costeras con maleza y zonas desérticas. Esta especie se encuentra
presumiblemente relacionada con areas de vegetaciones perennes, en donde encuentra su
principal fuente de alimentacion. De acuerdo con Vazquez (2006) las caracteristicas del
habitat 6ptimo para la presencia de la especie en B.C.S. incluyen: plantas vivas, altas y
leniosas, ausencia de pendiente, presencia de hojarasca y de suelo desnudo entre la
vegetacion. Respecto a su alimentacion, es una especie diurna que se alimenta en un 90%
de termitas (Familia: Isopterae) y en menor proporcion de ardcnidos (Galina 1994,

Jennings y Hayes 1994).



Figura 2. Distribucion de Aspidoscelis hyperythra en la peninsula de Baja California
(tomado de Hollingsworth y Hammerson 2007).



ANTECEDENTES.

Aspectos de filogeografia de A. hyperythra.

Hasta hace poco dentro de la familia Teiidae se reconocian nueve géneros, entre
ellos Cnemidophorus que ocupaba desde Norte América a Argentina. Reeder et al. (2002)
en una revision filogenética del género demostraron parafilia entre el clado de América del
Norte y del Sur y propusieron sustituir el nombre del género Cnemidophorus por el de
Aspidoscelis (Fitzinger 1843) para las especies cuya distribucion tiene como limite Sur el
Norte de Costa Rica y dejando como Cnemidophorus los que se distribuyen al Sur de este
punto. Asi actualmente se reconocen 10 géneros contenidos en dos subfamilias: Teiinae
(Ameiva, Aspidoscelis, Cnemidophorus, Dicrodon, Kentropyx, y Teius) y Tupinambinae
(Callopistes, Crocodilurus, Dracaena y Tupinambis). El género Aspidoscelis contiene al
menos 87 taxa divididos en cinco grupos: A. deppii, A. tigris, A. sexlineata, A. cozumela y

A. tesselata (Reeder et al. 2002).

Aspidoscelis hyperythra pertenece al complejo A. deppii. Dentro de este complejo
ademas se encuentran comprendidas varias subespecies de las islas del Golfo de California
que viven en Isla Carmen, Isla San José, Isla San Francisco, Isla Monserrat y la especie A.
ceralbensis en Isla Cerralvo (Walker y Taylor 1968, Radtkey et al. 1997). Sin embargo
Grismer (1999) por medio de un andlisis cladistico aplicado a caracteres morfologicos y del

cariotipo elevo a rango de especies a las cinco subespecies islefias previamente reconocidas



y concluy6 que A. hyperythra y las cinco especies insulares forman un clado monofilético y
a su vez A. hyperythra y A. espiritensis (Isla Espiritu Santo) forman un subgrupo muy
préximo entre si. En este estudio consideraremos la clasificacion previa a Grismer (1999)
de los taxa insulares, es decir A. h. espiritensis (Espiritu Santo), A. h. carmenensis
(Carmen), A. h. danheimae (San José) A. h. franciscensis (San Francisco), A. pictus

(Monserrat) y A. ceralbensis (Cerralvo).

JUSTIFICACION.

Dentro de biologia de la conservacion el estudio de parametros como la estructura
genética de las especies y la elucidacion de patrones de conectividad genética entre
diferentes grupos de individuos o poblaciones ha tomado una fuerte importancia en vista de
la rapida pérdida de biodiversidad, ya que el desarrollo de estrategias efectivas para el
manejo y conservacion de especies en peligro 6 amenazadas depende precisamente del

conocimiento de este tipo de relaciones (Whitlock y McCauley 1999).

Diversos estudios en distintos taxa, incluyendo reptiles, mamiferos, aves y arafias
(Zink et al. 1997, Riddle et al. 2000, Lawlor et al. 2002, Murphy y Aguirre-Leon 2002 y
Crews y Hedin 2006, Lindell et al. 2005), a lo largo de la peninsula han demostrado, en
base al analisis de ADN mitocondrial principalmente, que existen patrones fuertes de
diferenciacion genética en especies de amplia distribucion en la peninsula y que algunos
taxa insulares presentes en el Golfo de California presentan un nivel muy bajo de

diferenciacion genética con respecto a las poblaciones peninsulares de las que se



originaron, rechazando su estatus taxonémico como especies distintas (Alvarez-Castafieda
2007). Sin embargo existen pocos estudios enfocados en establecer el nivel de flujo génico
y diferenciacion genética actual empleando marcadores con tasas de mutacién mas elevadas

en taxa peninsulares con una amplia distribucion geografica.

Por su caracter de endémica de la peninsula de Baja California y debido al escaso
conocimiento que se tiene acerca del estado actual de sus poblaciones la especie ha sido
incluida en la Norma Oficial Mexicana NOM-059 (2001) con categoria de “Amenazada y
Endémica”. Pese a que existen algunos estudios sobre la ecologia y biologia en A.
hyperythra atn se sabe relativamente poco sobre parametros relacionados con
estructuracion genética, capacidad de dispersion y flujo génico actual a lo largo de su
distribucion, aspectos que son de importancia basica para conocer el estado de actual de la
especie y fundamentales para proponer medidas que aseguren su conservacion a largo plazo
en el ecosistema. Asi, con el proposito de abordar un estudio sobre la diversidad genética
de la especie y estructura genética de sus poblaciones se consideré6 como herramienta el

desarrollo de marcadores moleculares tipo microsatélite.



OBJETIVO GENERAL.

» Desarrollar marcadores moleculares de tipo microsatélites para la lagartija de cola
rayada A. hyperythra y aplicarlos al estudio de los niveles de diversidad y de

estructura genética poblacional.

ESTRUCTURA DE LA TESIS.

Este trabajo de tesis se divide en dos capitulos. En el Capitulo I se abordan los
aspectos relacionados con el aislamiento y caracterizacion de microsatélites en A.
hyperythra y pruebas de amplificacion cruzada en especies del complejo A. deppii. En el
Capitulo II se presenta la aplicacion de los marcadores microsatélites aislados para el
analisis de la diversidad genética, la endogamia poblacional y la estructura genética y
estimaciones de flujo génico, en dos localidades peninsulares y una insular de A.

hyperythra y una de la especie insular A. ceralbensis a efectos comparativos.



CAPITULO 1

Aislamiento y caracterizacién de marcadores microsatélites en la lagartija de

cola rayada Aspidoscelis hyperythra.

I.1 INTRODUCCION.

I.1.2 Microsatélites: Caracteristicas.

En la actualidad muchos estudios en biologia de la conservacion incluyen el andlisis
de algin componente genético a través del andlisis de marcadores moleculares de ADN
para el estudio y conservacion de especies amenazadas 6 en peligro de extinciéon. Un
marcador molecular hace referencia a un gen, proteina 6 fragmentos de ADN polimorficos
que permiten distinguir entre individuos, familias, poblaciones o especies (Frankham

2005). Entre estos marcadores cada vez se cita mas el uso de los microsatélites.

Los microsatélites 6 secuencias de repeticion simple SSRs (por Simple Sequence
Repeats) son regiones de ADN con secuencias cortas de una a seis pares de bases (pb)

repetidas en tandem, es decir la misma secuencia una tras otra, llegando a mediar toda la
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region hasta 100 pb (Schloétterer 2000). Estas regiones fueron inicialmente identificadas en
el genoma humano como repeticiones del dinucleotido CA/GT (Lift y Luty 1989, Weber y
May 1989) y posteriormente se encontraron en el genoma de organismos procariotas y
eucariotas. Se les considera actualmente marcadores genéticos neutrales (Jarne y Lagoda
1996, Li et al. 2002 y To6th et al. 2008). Los microsatélites presentan herencia mendeliana y
son marcadores codominantes lo que permite definir loci y diferenciar individuos
homocigotos y heterocigotos, estimar su porcentaje y las frecuencias alélicas de las
diferentes variantes en una poblacion. En general, los loci microsatélite en las poblaciones
naturales presentan una heterocigosidad promedio esperada por encima del 50% vy

alcanzando casi el 100% dependiendo del tipo de microsatélite (Jarne y Lagoda 1996).

Los microsatélites se clasifican segin el motivo y pureza de la repeticion (Jarne y
Lagoda 1996), pudiendo ser de di-, tri-, tetra-, penta- 6 hexanucle6tidos. En base a la pureza
se habla de microsatélites: a) puros: cuando presentan un Unico tipo de repeticion (ej.
cacacacacaca), b) compuestos: cuando de forma adyacente existen dos o mas regiones
microsatélite con un patron de repeticion diferente (ej. cacacacagagaga) ¢ 3) imperfectos:
la regidn de repeticion presenta interrupciones que no se ajustan al patron de repeticion (ej.

cacattcacacattcattca).

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de los microsatélites es su alto nivel de
polimorfismo que se genera por la pérdida/ganancia de unidades de repeticion debido a
eventos de mutacion (Ellegren 2000, Zane et al. 2002). El proceso de mutacion

predominante se presenta durante la duplicacion del ADN y ha sido denominado
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“deslizamiento de hebras” (por slippage process). La tasa de mutacion para microsatélites
se calcula entre 10° a 10 por generacion y varia no solo entre organismos sino también
entre loci (Schlotterer 2000). La variacion en la tasa de mutacion entre loci se explica por
varios factores entre ellos la longitud del microsatélite (ej. alelos con un alto niumero de
repeticiones son menos estables), el motivo de repeticion (ej. dinucle6tidos mas
susceptibles), variacion en la secuencia flanqueante (ej. alto contenido de poliA 6 poliT),
pureza de la repeticion (ej. loci puros resultan mas susceptibles a eventos de mutacién) y a

la tasa de recombinacion (Schldtterer 2000, Dieringer y Schlotterer 2007).

I.1.2.1 Microsatélites: Aplicacion.

La elevada tasa de mutacion de los microsatélites los ha convertido en una
herramienta molecular con una amplia variedad de aplicaciones bioldgicas y ecologicas,
entre las que se destacan: estimaciones de variabilidad genética dentro y entre poblaciones
de una especie, estimaciones de consanguinidad, en el estudio de sistemas de apareamiento,
paternidad, parentesco y ¢éxito reproductivo, flujo génico y dispersion de individuos,
diferenciacion de poblaciones y metapoblaciones e hibridacion por mencionar algunos
(Schlotterer y Pemberton 1998; en DeSalle y Schierwater 1998). Los problemas de
homoplasia limitan, por el contrario, su aplicacion para el estudio de relaciones
filogenéticas entre especies a casos que implican divergencias recientes y tasas de mutacion
no muy elevadas, y exigiendo siempre el uso de un niimero suficiente de loci (Garza et al.

1995).
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1.1.2.2 Microsatélites: Analisis.

La variacion en microsatélites se puede determinar empleando la funcioén de analisis
de fragmentos en un secuenciador automatico de geles o capilar y sistemas de marcaje con
fluorescencia. Las ventajas de este método sobre el andlisis de microsatélites en geles de
poliacrilamida incluyen: reproducibilidad, precision, sensibilidad en la determinacion de
alelos y el andlisis de varios loci en la misma inyeccion capilar (ej. electroforesis multiplex)
(Munguia Vega et al. 2007). Los resultados de la corrida son analizados en un
electroferograma en el que se detecta el genotipo de cada individuo en el que dos picos

(alelos) representan a un heterocigoto y un pico (alelo) a un homocigoto (Fig. 3).
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Figura 3. Electroferograma mostrando el patron de bandeo para individuos a) heterocigotos
(dos picos) y b) homocigotos (un pico).
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Pese a las ventajas que representa el analisis automatico de microsatélites, existen
algunos artefactos que pueden surgir durante el proceso de amplificaciéon por PCR 6
inespecificidades propias del fluorocromo empleado y que pueden complicar la correcta
asignacion de alelos (Schraml y Lion 2003). Entre los artefactos mas comunes se

encuentran:

a) Picos superiores: Estos artefactos son comunes en reacciones multiplex y se
generan por un traslape en la emision espectral de los marcadores fluorescentes empleados
y aparecen en la posicion de picos especificos en todos los canales de color. Pueden ser

eliminados al disminuir la cantidad de producto de PCR introducido al capilar.

b) Bandas fantasma (por stutters): Estos artefactos se forman durante la reaccion
de PCR cuando la extension de la cadena que esta siendo sintetizada es interrumpida por la
disociacion de la enzima. Cuando otra molécula de polimerasa contintia con la extension
una protuberancia en la hebra molde puede generar la disminucion en una unidad de
repeticion. Este tipo de artefactos resultan comunes cuando se trabaja con microsatélites

conteniendo repeticiones de dinucledtidos.
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I.1.2.3 Metodologias para el aislamiento de microsatélites

Uno de los principales retos en la aplicacion de marcadores microsatélites es que
estos deben ser aislados de novo en la mayoria de las especies con las que se trabaja por
primera vez. Debido a la acumulacion de divergencias nucleotidicas en las zonas
flanqueantes, la tarea de disefiar “cebadores universales” que reconozcan secuencias
conservadas y que permitan la amplificacion de regiones microsatélites entre especies
puede resultar mas complicado que en el caso de marcadores moleculares mas conservados

(ej. region control del ADNmt).

La metodologia mas empleada actualmente para aislar microsatélites se basa en la
elaboraciéon de una libreria gendémica enriquecida, lo que permite obtener una alta
proporcion de clonas con fragmentos microsatélite. El porcentaje de éxito de
enriquecimiento con este método, es decir el numero de clonas conteniendo fragmentos

microsatélites, suele variar entre un 20% y 90% (Zane et al. 2002).

1.1.2.4 Amplificacion cruzada de microsatélites

Una vez que han sido caracterizados loci microsatélite en la especie de interés es
posible evaluar el éxito en la amplificacion cruzada y el porcentaje de loci polimoérficos
con otras especies cercanas. La transferencia de marcadores puede facilitar por ejemplo el

estudio del nivel de variacion genética entre taxa y los mecanismos involucrados en la
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divergencia de poblaciones y especiacion (Noor y Feder 2006). Los estudios sobre el
porcentaje de microsatélites exitosos en al amplificacién cruzada y porcentaje de
microsatélites polimoérficos en grupos de plantas y animales a distintos niveles en la
jerarquia taxondmica han demostrado que el porcentaje de éxito es mayor cuando se trabaja
con especies del mismo género, incluso atn entre géneros dentro de la misma familia, y
disminuye notablemente entre familias dentro de un orden y entre 6rdenes dentro de una
clase. En el caso de reptiles por ejemplo, y de acuerdo con una revision de los trabajos
reportados entre el periodo de 1997 a 2006, el porcentaje de marcadores que han resultado
exitosos en la amplificacion y aun polimoérficos entre especies del mismo género en estos
trabajos es aproximadamente del 95% y 85% respectivamente (Barbara et al. 2007). Asi, el
elevado éxito en la amplificacion cruzada de microsatélites entre especies demuestra un
gran potencial en la aplicacion de este tipo de marcadores en estudios comparativos de

genética de poblaciones y ecologia molecular.
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1.2 ANTECEDENTES.

I.2.1 Microsatélites reportados para el género Cnemidophorus y Aspidoscelis.

Rowe et al. (2002) aislaron ocho microsatélites polimoérficos para la lagartija
Cnemidophorus vanzoi (Sauria: Teiidae), una especie endémica de los islotes Maria Mayor
y Maria Menor en la costa de Santa Lucia en las Antillas y en peligro critico de extincion,
empleando las sondas de dinucledtidos CA/TG, y CT/AG,. El nimero de alelos para 42
individuos del islote Maria Mayor varié de dos a cinco. La heterocigosidad observada de
0.34 a 0.58 con un promedio de 0.39 y la heterocigosidad esperada de 0.31 a 0.63 con un
promedio de 0.49. No se detecté desequilibrio de Hardy Weinberg 6 de ligamiento. No se

encontro evidencia de alelos nulos.

Crawford et al. (2008) reportaron 13 microsatélites polimorficos aislados a partir de
A. costata y A. inornata de acuerdo con la metodologia sugerida por Glenn y Schable
(2005) y utilizando un total de 25 sondas para di-, tri- y tetranucle6tidos. En las poblaciones
evaluadas se encontr6 un nimero moderado de alelos (de tres a 19 por locus). El nivel de
heterocigosidad esperada fue de 0.47 a 0.94. Se encontrd un déficit de heterocigotos en dos
loci para A. costata y cinco loci para A. inornata. Este déficit fue atribuido a que las
poblaciones muestreadas pudieran no ser panmicticas y representar zonas de hibridacion

entre subespecies. No se reportd un analisis sobre la posible incidencia de alelos nulos para
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los loci en desequilibrio de HW. Las pruebas de amplificacién cruzada mostraron la

amplificacion de productos especificos para 9 de 10 loci en un individuo de A. hyperythra.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Construir una libreria gendmica enriquecida con fragmentos microsatélites para A.
hyperythra e identificar y caracterizar las regiones microsatélite de acuerdo a su
composicion y niimero de repeticiones.

» Disefiar cebadores especificos para la amplificacion de loci microsatélites en A.
hyperythra y optimizar su amplificacion.

» Evaluar la amplificacién cruzada de los microsatélites aislados a partir de A.

hyperythra en otros miembros del complejo A. deppii.

1.4 MATERIALES Y METODOS.

I.4.1 Area de muestreo y Colecta de muestreas.

La colecta de muestras se realizo en el periodo 2004-2006 durante la temporada de
primavera (Febrero-Marzo) y en otofio, después de las lluvias (Septiembre-Octubre). Para
A. hyperythra se muestrearon varias localidades de B.C.S, desde Loreto hasta Los Cabos
(Fig.4). Con fines comparativos se incluyeron muestreos de A. h. espirintesis (Isla Espiritu
Santo), A. h.carmenensis (Isla Carmen), A. pictus (Isla Montserrat), A. h. danheimae (Isla

San José), A. h. franciscensis (Isla San Francisco) y de A. ceralbensis (Isla Cerralvo)
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En cada punto de muestreo se capturaron lagartijas empleando una cafia con lazo
(permisos colecta SEMARNAT-No 11311). De cada individuo se registraron medidas
corporales (longitud cabeza-cloaca, LCC, y longitud de la cola, LC), peso, edad (juvenil,
adulto), sexo (macho, hembra) y se tomd un fragmento de cola para la extraccion de ADN.
El tejido fue preservado en alcohol absoluto. Una vez que se tomaron los datos y muestras

de cola se liberd a cada individuo en el sitio donde fue observado.
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Figura 4. Area de estudio y puntos de colecta. Peninsula: 'La Purisima, > San Carlos,
*Loma Amarilla, * El Conegjo, Todos Santos, %San José del Cabo, 'Cabo Pulmo,
*Buena Vista, ’Los Planes, '°El Triunfo, ''El Ancén, '? El Tecolote, 13 Comitéan, 14
Km23 carretera San Juan de la Costa, SKm46 carretera San Juan de la Costa, 16
Rancho Don Enrique, 17 carretera Cd. Insurgentes, "®presa del Thuazil, "’Km128,
L os Naranjos. Islas de Sur a Norte: 21Cerralvo, 22Espiritu Santo, »San Francisco,
** San José, ’Monserrat y “°Carmen.
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1.4.2 Extraccion de ADN genomico.

Se obtuvo ADN total mediante un protocolo estdndar de extraccion con fenol-
cloroformo (Sambrook et al. 1989). El ADN de cada muestra fue resuspendido en 50 pl de
agua Milli-Q. La concentracién del ADN obtenido fue determinada en un gel de agarosa
(1.2%) tefiido con bromuro de etidio y empleando una escalera de baja masa molecular (20
ng/ul, Invitrogen) como estandar. De acuerdo a la concentracion de ADN en cada muestra,
se calcul6 el volumen que era necesario tomar de cada muestra para obtener una mezcla de
ADN que contuviera de 2 a 3 ug de ADN para iniciar con el proceso de digestion (ver paso
1.4.3.1). La mezcla de ADN fue precipitada con etanol 100%, centrifugada y sometida a un
lavado con etanol 70%. El ADN obtenido fue resuspendido en 50 pl de agua mQ y
visualizado en un gel de agarosa (1.2 %), empleando un marcador de masa molecular (20

ng/ul) como estandar.

1.4.3 Aislamiento v Caracterizacion de microsatélites.

Para el desarrollo de marcadores microsatélites en A. hyperythra se partio de la
construccion de una libreria gendmica parcial enriquecida empleando la metodologia
propuesta por Gleen y Schable (2005) y siguiendo las modificaciones de los trabajos

realizador por Blazquez et al. (2006), Estrella et al. (2007) y Munguia Vega et al. (2007).
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1.4.3.1 Digestion del ADN empleando enzimas de restriccion.

Del total de la muestra se selecciond el ADN de 25 individuos de A. hyperythra
colectados en los distintos puntos de la peninsula (Anexo 1). Se mezcl6é el ADN gendmico
y aproximadamente 200 ng/ul fueron digeridos empleando una solucion conteniendo: 2.50
ul tampén de ligasa [10x] (Invitrogen) y 2.50 pl de la enzima Rsal [1 uM] (NEBL). Esta
mezcla se incubod a 37 ° C durante 24 horas. La calidad y el tamafio de los productos de la
digestion se analizaron en un gel de agarosa 1.2% utilizando como estandar una escalera de

peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

1.4.3.2 Union de los fragmentos de ADN a adaptadores SuperSNX.

Los fragmentos de ADN obtenidos de la digestion se unieron a los adaptadores
SuperSNX24 Fw (5 gtttaaggcctagetagcagaate) y SuperSNX24+4P Rv
(5'pgattctgctagetaggecttaaacaaaa); este segundo cebador fosforilado en el extremo 5°. Estos
adaptadores permiten la posterior amplificacion por PCR de los fragmentos que contienen
fragmentos de repeticion y contienen ademas sitios de restriccion que facilitan la union de

los fragmentos de ADN al vector durante el proceso de clonacion.

Como paso inicial se formaron adaptadores SuperSNX de doble cadena. Para lo cual
se mezclaron volimenes iguales de cantidades equimolares (ej. 100 ul de 10Mm de c/u) de

los adaptadores y a este volumen se le afiadi6 NaCl [100Mm concentracion final]. La
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mezcla fue calentada en un bloque térmico a 95 °C durante 5 minutos y se dejé enfriar a

temperatura ambiente. De esta mezcla se tomaron

14.0 pl y se anadio:

Compuesto [inicial] Volumen

Xmnl
Tampon de Ligasa 10 x

3.0
7.0 ul

Ligasa de ADN 400 U/ul 6.0 ul

De este volumen se tomaron 15 pl y se anadieron al tubo conteniendo los 20 pl del

ADN previamente digerido. Esta mezcla se dejé

en incubacidon a 16 °C durante 12 horas.

Para confirmar que el proceso de ligacion resultd eficiente se realizd6 una PCR bajo las

siguientes condiciones:

Compuesto [inicial] Volumen
Tampon PCR 10 x 25wl
MgCl, 25Mm 2.0 pl
DNTPs 25Mm 1.5
SuperSNX-24 1I0Mm 1.3 pl
Taq ADN pol. 50U/ ul 0.2 ul
Dh,0 13.0 wl
ADN unido a adaptadores 2.0 ul

El ciclo de PCR incluy6 un periodo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 2 min,

seguido de 20 ciclos a 95 °C por 20 s, 60 °C a 20 s, 72 °C durante 1.5 minutos y un periodo

a 15 °C durante 10 minutos El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa (1.5%)

empleando una escalera de peso molecular de 100 pb como estandar.



22

1.4.3.3 Enriquecimiento empleando perlas magnéticas.

Para el proceso de enriquecimiento se emplearon sondas de dinucleotidos GTs y
CT;s y el tetranucledtido GATA o marcados con biotina en su extremo 5" para capturar los
fragmentos de ADN que resultaron de la amplificacion en el paso anterior y que contienen
secuencias microsatélite complementarias a estas sondas mediante el siguiente

procedimiento:

a) En tubos de PCR de 0.2 ml por cada sonda empleada se afiadieron:

Compuesto Volumen
Solucion lavado 2X Hyb (12x SSC, 0.2% SDS) 25.0 ul
Sonda biotinilada (1 Mm) 10.0 pl
ADN unido a los adaptadores SuperSNX24 10.0 pl
Agua Mq 5.0 ul

b) El ciclo de PCR incluy¢ los siguientes pasos: periodo inicial de desnaturalizacién
a 95 °C por 5 minutos, bajando rapidamente a 70 °C y disminuyendo 0.2 °C cada 5
segundos durante 99 ciclos hasta quedar en 50 °C por 10 minutos y disminuyendo 0.5 °C

cada 5 segundos durante 20 ciclos y finalmente bajando rapidamente a 15 °C.

c) Antes de que finalizara el ciclo de PCR, se realiz6 el lavado de las perlas
magnéticas, para esto se tomaron 50 ul de perlas en solucion (Dynabeads M-280,
Invitrogen) y se les afiadio 250 ul de TE (Tris 10 Mm y 1.0 Mm EDTA) y agito6. Las perlas
se capturaron empelando una unidad magnética colectora 6 MPC (por Magnetic Partical

Collecting) y se les realizo un nuevo lavado con TE y dos lavados mas con una soluciéon 1x
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Hyb (6x SSC, 0.1% SDS). Finalmente las perlas se resuspendieron en 150 pl de la solucion

Hyb 1X.

d) A cada producto de PCR se le anadieron 150 ul de las perlas magnéticas en
solucion y se resuspendid la mezcla. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente en
un agitador orbital a baja velocidad durante 30 minutos. Finalmente el contenido de los
tubos se capturd con la unidad MPC y el sobrenadante fue removido y almacenado. Las
perlas capturadas se sometieron a los siguientes lavados:

- Dos lavados con 400 pl de SSC 2x, 0.1% SDS, capturando las perlas con la unidad
MPC y eliminado el sobrenadante.

- Dos lavados con 400 ul SSC 1x, 0.1% SDS. En este paso, las soluciones de
dinucleotidos fueron calentadas a 65 °C en un termoblock durante 3 minutos
inmediatamente después del cebador lavado y a 68 °C durante 3 minutos inmediatamente
después del segundo lavado. En el caso del tetranucleodtido las temperaturas fueron de 55

°Cy 58 °C.

e) A cada muestra se le afiadieron 200 pl de TLE, fueron mezcladas e incubadas a

95 °C durante 5 minutos ¢ inmediatamente después el sobrenadante fue colocado en un

tubo eppendorf. A esta solucion se le anadieron 22 pl de NaOAc [3M], posteriormente 444

ul de EtOH (95%), Las soluciones fueron mezcladas y colocadas a -20 °C durante 12 horas.
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f) Una vez transcurrido este tiempo las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y a las muestras restantes se les
afnadieron 0.5 ml de etanol 70%. Posteriormente fueron centrifugadas a 13000 rpm durante
un minuto. El sobrenadante en los tubos fue cuidadosamente removido con una pipeta y las
muestras restantes en los tubos fueron introducidas en una centrifuga de vacio para eliminar
cualquier residuo de etanol. Finalmente al precipitado de ADN se le afiadieron 25 pl de
TLE y fue mantenido en hidratacion durante 20 minutos antes de proceder con el siguiente

paso. Este producto contiene los fragmentos enriquecidos con microsatélites.

1.4.3.4 Aumento en la cantidad de ADN enriquecido mediante PCR.

Para aumentar la cantidad de fragmentos enriquecidos se prepard la siguiente

reaccion de PCR por muestra:

Compuesto [inicial] [final] Volumen
Tampon PCR 10 x 1 x 25 u
MgCl, 25Mm 2.0Mm 2.0 ul
DNTPs 25Mm 150 Mm 1.5 pl
SuperSNX-24 I0Mm 05Mm 1.3 ul
Taq ADN pol 50U/ ul 0.2 ul
Dh,0 13.0 ul
Fragmentos de ADN enriquecidos 2.0 u

El ciclo de PCR incluy6 una fase inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 2 minutos,

seguido de 25 ciclos a 95 °C por 20 segundos, 60 °C por 20 segundos y a 72 °C por 30
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minutos, finalmente quedando a 15 °C. Los productos de PCR fueron analizados en un gel

de agarosa (1.2 %) empleando una escalera de peso molecular (100 pb) como estandar.

1.4.3.5 Union de fragmentos de ADN enriquecido a un vector de clonacion.

Los productos de PCR fueron clonados empleando un kit comercial (TOPO TA
Cloning Kit for sequencing, Invitrogen) utilizando el vector Pcr 4-TOPO, transformando en
células E. coli TOP 10 incluidas en el kit y siguiendo las especificaciones del proveedor.
La deteccion de colonias recombinantes que contuvieron el plasmido con inserto se efectud
en placas de agar LB con ampicilina (50 mg/ml). La presencia del inserto de interés se
verific6 tomando una pequefia muestra de las colonias con un palillo estéril y
sumergiéndolo en 5 pl de agua mQ en un tubo de PCR. De cada colonia se realizdé un
respaldo en cajas de petri nuevas con medio LB sélido y ampicilina (50mg/ml) para
tenerlas como respaldo en caso de que la clona contuviera un inserto de interés. Las clonas
obtenidas fueron reamplificadas con los cebadores universales M13 (Invitrogen). De
acuerdo a la estimacion del tamafio en geles de agarosa (1.2%) se seleccionaron para

secuenciacion aquellas clonas que contenian fragmentos de 400 a 1500 pb.
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1.4.3.6 Secuenciacion.

La concentracion de ADN de la clonas seleccionadas para secuenciacion se
determind en geles de agarosa (1.2%) junto con un marcador de baja masa molecular
(20ng/pl), en donde una concentracion alrededor de 50 ng/ul se consideré adecuada. Las
clonas fueron secuenciadas con los cebadores universales M13 (Invitrogen) en ambos
sentidos empleando un secuenciador automatico ABI 3730 (School of Natural Resources,

Universidad de Arizona).

1.4.3.7 Analisis de clonas.

Empleando los programas “Chromas” v.1.31 (Technelysium Pty Ltd) y Sequencher
v. 4.1. (Gene Codes Corporation) se identificaron las clonas que contenian microsatélites,
asi como el tipo y longitud de la repeticion. Se seleccionaron para el disefio de cebadores
las secuencias en las que la zona de repeticion se encontraba a una distancia considerable (>
50 pb) de la regién que incluia parte de la secuencia del vector de clonacion-adaptador
SuperSNX24 y que presentaban zonas flanqueantes libres de un alto contenido de poli-A 6

poli-T.
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1.4.3.8 Diseifio de cebadores.

El disefio de cebadores se realiz6 en el programa PRIMER 3 V.0.4.0 (Rozen y
Skaletsky 2000) respetando los parametros ya establecidos (ej. cebadores 6ptimos de 20 pb,
temperatura 6ptima de alineamiento de 60 °C, contenido de GC 20-80%). Las propiedades
fisicas de la secuencia de oligonucledtidos disefiados como por ejemplo la formaciéon de
estructuras secundarias (ej. horquillas), homodimeros y heterodimeros fue analizada en el
programa OligoAnalyzer 3.0 (Integrated DNA Technologies). Los cebadores disefiados
fueron sintetizados afnadiendo la secuencia M13 (CACGACGTTGTAAAACGAC) en el
extremo 5" de cada cebador delantero (por forward) (SIGMA-GENOSYS Ltd). Esta
secuencia M13 permite la incorporacion de fluorescencia a los fragmentos microsatélite

durante la fase del analisis automatico.

1.4.3.9 Pruebas de amplificacion mediante PCR y estandarizacion.

Las condiciones de PCR fueron probadas y optimizadas en ocho individuos
pertenecientes a distintas localidades de colecta. Los ciclos de PCR incluyeron programas
con disminucion de la temperatura en cada ciclo de alineacion (por touch down) con dos

variantes:
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a) touch down 66 °C — 50 °C: periodo inicial de desnaturalizacion por 5 minutos a
94 °C, seguido de 16 ciclos a 92 °C por 30 s, 66 °C por 30 s (disminuyendo 1 °C en cada
ciclo), un periodo de extension a 72 °C durante 30 s, seguido de 27 ciclos a 92 °C por 30

s,30sa50°C, 72 °C por 3 sy un periodo final de extension a 72 °C durante 5 minutos.

b) touch down 55 °C — 40 °C: periodo inicial de desnaturalizacion por 5 minutos a
94 °C, seguido de 15 ciclos a 92 °C por 30 s, 55 °C por 30 s (disminuyendo 1 °C en cada
ciclo), un periodo de extension a 72 °C durante 30 s, seguido de 27 ciclos a 92 °C por 30 s,

30sa40°C, 72 °C por 3 s y un periodo final de extension a 72 °C durante 5 minutos.

Los pares de cebadores que mostraron producto de amplificacion especifico fueron
amplificados en 16 individuos pertenecientes a diferentes localidades de muestreo,
incluyendo los ocho en los que se estandariz6 las condiciones de amplificacion por PCR,

para el posterior analisis de polimorfismo y descartar loci monomorficos (paso 1.4.3.10)

El éxito en la amplificacion cruzada se evalué en dos a cuatro individuos
pertenecientes a las especies insulares: A. h. carmenensis (Isla Carmen), A. h. fransciscensis
(Isla San Francisco), A. pictus (Isla Monserrat) y A. danheimae (Isla San José). Para A.
ceralbensis (Isla Cerralvo) se analizé una muestra de 16 individuos que seran incluidos en

analisis posteriores dentro del Capitulo II.
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El rango en el tamafio de productos amplificados por cada microsatélite en las
distintas localidades fue analizado en geles de agarosa (2.2%) empleando una escalera de

peso molecular de 100 pb como estandar.

Se realizdé una comparacion en GeneBank de las secuencias microsatélite y sus
flanqueantes exitosamente amplificadas por PCR, con las previamente reportadas en
especies relacionadas con A. hyperythra empleando la herramienta BLAST (por Basic
Local Alignment Search Tool). Las secuencias de las clonas y pares de cebadores disefiados
fueron  depositadas en este banco de  datos (marzo del  2008-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

1.4.3.10 Analisis automatico de microsatélites.

El andlisis de los productos amplificados se realizd de forma automatizada
empleando un analizador de fragmentos (ABI PRISM 3130 Applied Byosistems) y
sistemas de marcaje con fluorescencia de acuerdo con la metodologia de Schuelke (2000).
Se emplearon cuatro fluorocromos: VIC (visualizado en verde), PET (rojo), FAM (azul),
NED (negro) y como escalera estandar se us6 la LIZ-500 (anaranjado) (Applied
Biosystems). El color para cada marcador se asignd en base al rango observado en el
tamafio de los fragmentos amplificados y buscando que para un mismo color no se
traslaparan marcadores de tamafio similar y poder asi analizar de forma simultdnea varios

loci microsatélites en la misma inyeccion capilar (i.e. inyecciones multiplex).
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Los loci microsatélites fueron marcados incluyendo en la amplificacion el cebador
M13 marcado con fluorescencia de acuerdo con la metodologia propuesta por Schuelke

(2000, Fig.5)

* %M—»
Cehador Fw con una cola W13 (210 en el extremo 5°

B XYY  CebadorRy
;}:\A-M’é
Lt
C Cebaror universal I13(-21) marcado con fluorescencia
D Ternplada

&= ADH PE0 CACA. . (CAY, CACA RS Taphds aTH ™—s— 3
N

Figura 5. Sistema de marcaje con fluorescencia empleando el primer M13 para analisis
automatico de microsatélites. Esquema de amplificaciéon para una reaccion de
amplificacion por PCR (A,B) Cebadores especificos, (C) Cebador M13 universal
marcado con fluorescencia, en este ejemplo FAM. (D) Durante los primeros ciclos
de PCR el cebador Fw con la cola M13 es incorporado en los productos de PCR.
(E)Estos productos son después el blanco para el cebador M13 marcado con
fluorescencia (tomado de Schuelke 2000)

La proporcién entre el cebador M13 marcado con fluorescencia y el cebador
delantero-M13 especifico inicialmente probado fue de 1:15, proporcion estandar. En los

cebadores que presentaron una amplificacion débil durante la incorporacion de la

fluorescencia se modificé esta proporcion a 1:11. Los productos de PCR fueron analizados
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en geles de agarosa (2.2%) y en base a la concentracion (ng/ul) observada se realizaron
mezclas de los productos de PCR de forma tal que todos tuvieran una concentracion similar
y afiadiendo agua Milli-Q hasta un volumen final de 50 pl. Las especificaciones para
ingresar las muestras al analizador de fragmentos fueron las siguientes: fragmentos-5
colores (matriz G5, 6-FAM, VIC, NED, PET, LIZ Dyes). Las mezclas para inyectar se

prepararon con 3.5 ul de la mezcla ecualizada de productos de PCR y 0.8 ul de LIZ-500.

Para probar la variacion en el tamafo de los alelos en un mismo individuo entre
corridas distintas en el analizador de fragmentos se utilizaron 3 individuos como control

positivo.

La variacion y patron alélico de los microsatélites amplificados fue caracterizado en

el programa GeneMapper v.4.1 (Applied Biosystems).
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1.5 RESULTADOS.

I.5.1 Analisis de clonas y secuencias.

Mediante el procedimiento de enriquecimiento anteriormente descrito se elabord
una libreria gendmica parcial enriquecida con fragmentos microsatélites. De esta libreria se
amplificaron 250 fragmentos clonados con un tamano que vario de 250 a 2500 pares de
bases. En base al tamafio observado se seleccionaron para secuenciacion 187 clonas con un

rango entre 400 y 1500 pb (Tabla Iy Fig.6).

Tabla I. Relacion del nimero de clonas analizadas, secuenciadas y con microsatélites, por
cada sonda empleada durante el enriquecimiento.

Sonda Clonas Clonas Clonas con Tasa de éxito del
amplificadas secuenciadas microsatélite enriquecimiento (%)
CTis 100 94 22 23.40
GTis 100 84 66 78.57
GATA 50 9 6 66.66

Total 250 187 94 50.26
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1500 pb

1500 pb

Figura 6. Tamafo en pares de bases (pb) de las clonas amplificadas por cada sonda
empleada durante el enriquecimiento. CT;s (a), GTis (b) y GATA (c). Se senalan
los fragmentos de 300 y 1500 pb del marcador de peso molecular

El nimero de secuencias que contenian microsatélites vario de acuerdo al tipo de
sonda empleada. En el caso del enriquecimiento con CT;s se identificaron 22 secuencias
con motivo de repeticion microsatélite, para GT;s 66 secuencias y para el enriquecimiento
con GATA|, seis secuencias. Asi el porcentaje total de clonas con microsatélites en

relacion al numero de clonas secuenciadas resulto del 50.20% (Tabla I).

El analisis de secuencias mostré6 una amplia variedad en el tipo o pureza de

microsatélites aislados. La mayor proporcion de microsatélites estuvo conformada por
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dinucledtidos puros (57.44 %), seguido de dinucledtidos compuestos (18.08 %),
dinucle6tidos interrumpidos (8.5 %) y en menor proporcidbn por tri-, tetra- y
pentanucledtidos (2.12 %, 7.44 % y 1.0 % respectivamente). Se identificaron también
secuencias conteniendo mas de una region microsatélite conformadas principalmente por
repeticiones de di- y tetranucledtidos. Este tipo de secuencias represent6 el 4.25 % del total

de fragmentos microsatélites aislados (Tabla II).

El tipo de repeticion mas abundante aislado a partir de la sonda CT;s fue el
dinucleétido compuesto GT,GA,, seguido por los dinucleotidos puros CT, y GT,. En el
caso de los motivos de repeticion aislados a partir de la sonda GT;s se aislé en mayor
proporcion el dinucledtido puro GT,, seguido por el dinucléotido imperfecto GT,GC,GT, y
el dinucléotido compuesto GT,CT,. Los motivos de repeticion aislados a partir de la sonda

GATA incluyeron los tetranucleétidos GATA, y TATC, (Tabla II).
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Tabla II. Motivos de repeticion aislados a partir de la sonda CT;s, GT15 y GATA .

Repeticiéon CT;s GT;5 GATA;, Porcentaje total
Dinucledtidos
Puros 57.44 %
CT
GT 2 46 -
Compuestos 18.08 %
GT,GC, 1 - -
GT,GA, 8 3 -
GT,.CT, - 5 -
Interrumpidos 8.5%
CA,CAACA, - 1 -
GT,GCI1GT, - 7 -
CA,CCCAAACA, - 1 -
Trinucleotidos 2.12%
GAG 1 - -
CTT 1 - -
Tetranucleotidos 7.44 %
TGTA - 1 -
TATC - -
GATA - -
Pentanucledtidos 1.00 %
GCCAA 1 - -
Mas de un micro 4.25 %
(di y tetranucledtidos)
GA y GAAA 1 - -
GA y GATA 1 - -
GATAyCA - 1 -
CA,, GA,, CT, y GT, - 1 -

[@)
1
1

NN\

En relacion al nimero de repeticiones por microsatélite, los dinucledtidos
presentaron un rango amplio de variacion con fragmentos que contenian de seis a mas de 51
repeticiones. Los trinucleotidos presentaron de 7 a 15 repeticiones y los tetranucledtidos
presentaron mayormente de 16 a 25 repeticiones. El tnico pentanucleotido identificado

presentd 6 repeticiones.
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De las secuencias que contenian microsatélites se descartaron 39 para el disefio de

cebadores debido a: a) el motivo de repeticidon se encontraba muy cerca de la region que

incluye parte de la secuencia del vector de clonacion+adaptador SuperSNX24, b) las zonas

flanqueantes a la zona de repeticion contenian largas secuencias de poli-A 6 Poli-T y ¢) no

se logr6 un empate optimo entre la secuencia hacia adelante (por forward) y hacia atras

(por reverse). De las secuencias restantes se disefiaron 37 pares de cebadores de los cuales

31 fueron seleccionados para ser sintetizados en base al tipo de microsatélite y tamafio del

fragmento esperado (Tabla III).

Tabla III. Tipo de repeticion y tamafio del fragmento esperado para 31 pares de cebadores
disefiados. Se muestra en negritas los 13 pares de cebadores que amplificaron
productos especificos.

Cebador Repeticion Tamano Cebador Repeticion Tamafio

Esperado Esperado
Ashyl GTy 102 Ashy17 CAss 385
Ashy2 CTy, 147 Ashy 18 GAG; 391
Ashy3 CA22 152 Ashy19 GTyGAys 389
Ashy 4  GTss.. 175  Ashy20 CAn 102
Ashy 5 TCTA; 150  Ashy21 GTi 105
Ashy 6 GTy 190  Ashy22 CTTy 112
Ashy 7 CTj3 201  Ashy23 GTa. 116
Ashy 8 CTas.. 203  Ashy24 GTss 151
Ashy9 GT;3GAy 217  Ashy25 CAuLCATA, 153
Ashy 10 GT;;GA»; 228  Ashy26 CAio 171
Ashy 11 CAy, 243 Ashy27 GTaus 208
Ashy 12 TGTA,; 243 Ashy28 GAzs 256
Ashy 13 GTss 257  Ashy29 GTi 289
Ashy 14 TCTA;, 296  Ashy30 GAn 297
Ashy 15 GTy, 300 Ashy3l GTse 366
Ashy 16 GTas 352
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De los 31 cebadores analizados en ocho individuos, 18 fueron eliminados debido a:
a) no se observo amplificacion bajo ninguno de los ciclos y condiciones de PCR
empleados, b) los productos amplificados no correspondian con el tamafio esperado 6 c)
amplificaban varias bandas inespecificas. Los restantes 13 pares de cebadores mostraron la
amplificacion de productos especificos, es decir productos que correspondian con el tamaio
esperado (Tabla III), sin embargo tres de ellos fueron posteriormente eliminados del
analisis debido a que en una muestra de 16 individuos resultaron monomorficos 0
presentaban patrones alélicos dificiles de interpretar. Con lo que finalmente se
seleccionaron solo 10 pares de cebadores que en estos 16 individuos resultaron

polimérficos (Tabla IV).

Las condiciones finales para la amplificacion de estos 10 pares de cebadores se
llevaron a cabo en volumenes de 20 pl en los que se pusieron 4 ul de ADN (12.5 ng/ul),
tampon de PCR 1X, MgCl, 2mM, 0.25 mM de cada dNTP, Albumina Serosa de Bovino
BSA 0.01%, 0.5 U de Taq DNA polimerasa y 0.4uM de cada cebador. La proporcion entre
el cebador M 13 marcado con fluorescencia y el cebador delantero-M13 para los marcadores
Ashy2, Ashy9, Ashy15, Ashy19, Ashy28 y Ashy30 fue de 1:15 y para Ashy8, Ashy12, Ashy18
y Ashy22 de 1:11. El ciclo de PCR seleccionado para la amplificacion de cada locus se

especifica en la tabla I'V.
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Tabla IV. Cebadores y condiciones de PCR para diez loci microsatélites analizados de A.
hyperythra y en especies y subespecies insulares del grupo A. deppii. Nombre del
locus, nimero de acceso a GenBank, secuencia de los cebadores y marcaje con
fluorescencia, motivo de repeticion, tamafio clona (pb), ciclo de PCR (°C).

Locus

GenBank

Secuencia cebadores 5'- 3" y marcaje

Motivo de
Repeticion

Tamafio
clona

(pb)

TD
0

Ashy2

Ashy8

Ashy9

Ashy12

Ashyl15

Ashy18

Ashy19

Ashy22

Ashy28

Ashy30

EU480676

EU480678

EU480679

EU480680

EU480681

EU480682

EU480686

EU480683

EU480684

EU480685

FAVIC:

GATACATACGTGGAACCTGAGAGC

R:

GTAACTCACCCTGAGACCTTTGAG

FANED:

TTGCCACGGTATTTGCATTA

R:

TGACCAAACAGCACAGTTCC

F~PET:

GGTTCTGAATGGGGGAAAAT

R:

ATACCAAACCACGGAAGGAC

FAFAM:

TGCAGAAACATCAGATGCAA

R:

ACCCTTCAGGTATGGAGAGG

F~NED:

TGATCCACAAACCAGTGG

R:

TTCAATATAGCCGTAGTACGAG

FAFAM:
GACCAACATTTGCCTTTGTG

R:

GGCTCAACATGGCTCTCTTC

F~PET:

GCTGCTAAGCTCTTGACTGTGA

R:

TGGGCACATATGAATGTGGT

FAFAM:

GTGGGGTAGAAAAGCCAACT

R:

CAAGCAAATGACAGGATAAGACT

FAVIC:

TCCAAGTCATAATTGCCACAAG

R:

GATTGCCTGTGACCTACCAGA

FAVIC:

CTTTTAATGAGTGGGGGTTG

R:

TCTGCCATAAATCTGAACCTG

CTo

CTy

GT13GA36

TGTA

GTy,

GAGg

GTyGA;s

CTT4

GAgg

GA

147

203

217

243

300

391

389

112

256

297

66-50

66-50

55-40

66-50

66-50

55-40

66-50

66-50

66-50

60-45

" indica el cebador marcado con fluorescencia.
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La amplificacion cruzada en las cinco especies insulares evaluadas mostr6 en todos

los casos la amplificacion de productos especificos (Tabla V).

Tabla V. Numero de alelos y rango alélico observado en especies y subespecies insulares
del grupo A. deppii. Se muestra el nimero de individuos analizados (n), el nimero

de alelos observado y entre paréntesis el rango alélico por locus.

Locus  A. ceralbensis A. h. carmenensis A. pictus A. h. danheimae A. h. franciscensis
Cerralvo Carmen Monserrat San José San Francisco
n=16 n=3 N=2 n=4 n=3

Ashy2 6 (165-177) 1(169) 1(169) 2 (169-173) 1(173)

Ashy8 4 (180-194) 3 (203-213) 1(189) 5(195-211) 2 (199-201)

Ashy9 11 (192-221) 5(192-208) 2 (213-224) 6 (196-214) 2 (188-208)

Ashyl2 12 (238-275) 5(247-271) 3(243-267) 7(243-292) 2 (260-280)

Ashyl5 11 (305-338) 3(317-333) - 6 (317-411) 3 (323-327)

Ashy18 2 (453-456) 1(412) 2 (460-462) 1 (455) 1 (455)

Ashy19 5 (373-382) 3 (390-403) 3 (411-417) 4(377-397) 4 (385-393)

Ashy22 1 (108) 5 (120-160) 4 (120-152) 7 (122-176) 3 (149-169)

Ashy28 3 (239-249) 2 (255-262) 2 (239-254) 4 (244-261) 2 (248-250)

Ashy30 7 (314-356) 2 (320-322) 2 (318-320) 4 (316-326) 1 (320)

La busqueda en GeneBank no gener6 resultados significativos con microsatélites

previamente aislados a partir de especies cercanamente relacionadas, especificamente con

los reportados por Crawford et al. (2008) a partir de A. costata y A. inornata.
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I.5.3 Analisis de microsatélites.

Los patrones de bandeo para 10 loci microsatélite resultaron consistentes con la
amplificacion de un unico locus por marcador (ej. cada locus presentaban un maximo de

dos bandas por individuo) entre las distintas muestras analizadas.

La inclusion de controles positivos entre corridas distintas en el analizador de
fragmentos para detectar variaciones en el tamafio de los alelos no mostré cambios
importantes, la variacion maxima detectada en un individuo para uno de los fragmentos fue

de +0.03 pb.

En las especies y subespecies insulares la mayoria de los loci presentaron variacion
aunque se encontraron loci fijos para un unico alelo. Es el caso del locus Ashy22 en A.
ceralbensis, Ashy2 y Ashy18 en A. h. carmenensis, Ashy2 y Ashy8 en A. pictus, Ashy18 en

A. h. danheimae y Ashy2 y Ashy15 en A. h. franciscensis (Tabla V).
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1.6 DISCUSION.

El éxito en la estrategia de enriquecimiento empleada en este trabajo para la
obtencion de microsatélites en A. hyperythra result6 moderado, con un porcentaje del
50.20% (Tabla I). Este valor concuerda con la tasa de éxito que generalmente ha sido
reportada en trabajos similares, la cual varia entre un 20% y un 90% (Zane et al. 2002). De
forma particular la tasa de éxito por sonda empleada result6 variable y fue mayor para la
sonda del dinucléotido GT;s, seguido de CT;s y en menor grado para GATA . El andlisis
de secuencias mostré que los motivos de repeticion mas abundantes fueron los
dinucledtidos, seguidos de tetranucledtidos y solo algunos trinucledtidos (aislados a partir
de las sondas de dinucledtidos). Especificamente en el caso de los dinucledtidos se
identific6 un mayor nimero de microsatélites conteniendo la repeticion pura de GT/CA y
en menor proporcion CT/GA, pese a que un numero muy similar de clonas fue secuenciado
para ambas sondas (Tabla I y II). Esta variacion puede ser explicada a través de la
frecuencia esperada en los motivos de repeticion en el genoma de vertebrados, incluyendo
reptiles. Segun Toth et al. (2008) y Zane et al. (2002) el motivo de repeticion mas
abundante en vertebrados es el dinucledtido GT/CA y en menor proporcion CT/GA. Por
otra parte en general los tetranucle6tidos son menos abundantes en comparacioén con los
dinucledtidos en el genoma de vertebrados, lo que podria explicar el menor éxito en la
obtencién de este tipo de microsatélites. Se debe remarcar que aunque el porcentaje de
éxito en el enriquecimiento con GATA;y es del 66.66%, en realidad este porcentaje es

mucho menor al resto si consideramos el bajo nimero de clonas que lograron ser
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amplificadas (clonas con inserto positivo) y el nimero de clonas que contuvieron

microsatélite (Tabla I).

En relacion a la pureza del tipo de repeticion, se aislé un mayor nimero de
microsatélites puros y un menor nimero de imperfectos (Tabla II). Por otra parte el mayor
rango de variacion en las unidades de repeticion se observo entre los dinucleotidos. Por esta
razOn  para la caracterizacion de microsatélites en A. hyperythra seleccionamos
principalmente microsatélites perfectos y con un nimero de repeticiones de moderado a
alto, en este caso principalmente dinucleétidos, ya que tienden a ser mas polimorficos que
los microsatélites interrumpidos 6 con un nimero bajo de repeticiones. Al respecto varios
trabajos han demostrado la correlacion positiva entre la longitud de la repeticion, el tipo y

la variabilidad del microsatélite (Weber 1990, Ellegren 2000, Brandstrém y Ellegren 2008).

Las condiciones finales para la amplificacion de 10 loci microsatélite aislados de A.
hyperythra fueron evaluadas y estandarizadas en ocho individuos colectados en distintas
localidades peninsulares y ademas se logré la amplificacion cruzada de estos marcadores en
cinco especies o subespecies de islas. Estos resultados sugieren que los microsatélites
caracterizados en este trabajo pueden resultar funcionales no solo en distintas poblaciones a
lo largo de la distribucion de la especie en estudios futuros sino también entre otros
miembros del complejo A. deppii (sensu Grimer 1999 y Reeder 2002). Sin embargo hay
que remarcar que en las especies insulares cercanamente relacionadas a A. hyperythra no
seria raro observar un nivel de variacion menor que en la especie blanco. Al respecto en

esta parte del trabajo se detectaron varios loci fijos para un tnico alelo en las cinco especies
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insulares. La incidencia de loci fijos en estas especies podria ser explicada por un efecto del
bajo ntimero de individuos analizados. Sin embargo cabe resaltar que en isla Cerralvo se
analizaron 16 individuos y atn asi se encontrd fijo el locus Ashy22. Descartando un efecto
del tamafno de muestra, varios estudios han demostrado que pese a que el éxito en la
amplificacion cruzada sea elevado a menudo el nivel de variacion detectado es menor
debido al sesgo predeterminado por ascertainmet bias (Vowles y Amos 2006, Brandstrom

y Ellegren 2008); ver discusion Capitulo II.

La busqueda de fragmentos microsatélites homodlogos en BLAST no genero
resultados significativos entre los loci aislados en A. hyperythra en este trabajo y los
reportados a partir de A. costata y A. inornata por Crawford et al. (2008) por lo que los 10
marcadores reportados en este trabajo representan un juego de marcadores nuevo y Unico.
Por otra parte, la prueba de amplificacion cruzada en un individuo de A. hyperythra mostrd
el éxito en la amplificacion de nueve loci aislados por Crawford et al. (2008). Asi, los
cebadores disefiados por estos autores podrian ser posteriormente evaluados en un mayor
nimero de individuos y localidades de A. hyperythra y ser aplicados en estudios
posteriores. Aunado a este punto se debe mencionar que del total de microsatélites aislados
en este trabajo aun restan por evaluar seis pares de cebadores y varias secuencias en las que
se pueden disefar y probar nuevos pares de cebadores, por lo que el nimero de marcadores
microsatélites para A. hyperythra puede ser posteriormente incrementado con una inversion

de tiempo y recursos relativamente bajo.
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En resumen, los microsatélites aislados y estandarizados en A. hyperythra y
transferidos en cinco taxa insulares pertenecientes al complejo A. deppii mostraron la
amplificacion de productos especificos. El polimorfismo detectado aun en un tamaio de
muestra reducido sugiere su funcionalidad en el posterior analisis de la variacion y

diferenciacion genética.
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CAPITULO I

Variacion y estructura genética en A. hyperythra

IL.1 INTRODUCCION

I1.1.1 Diversidad genética en poblaciones.

La diversidad genética es uno de los atributos mas importantes de las poblaciones y
resulta particularmente importante en aspectos de conservacion (Frankham 2005). Niveles
altos de variacion genética aumentan el potencial de las poblaciones para responder ante los
cambios ambientales y mantener el éxito de los individuos. Por otra parte se predice que
niveles bajos de diversidad genética aumentan la endogamia lo que reduce el éxito
reproductivo y de supervivencia de los individuos y por tanto de las probabilidades de

persistencia de las poblaciones (Freeland 2005).

Una de las medidas mas comunes de diversidad genética es el calculo de la
heterocigosidad esperada. Este estimador se basa en el andlisis de las frecuencias alélicas
por locus y poblacion y representa la frecuencia de heterocigotos que se esperarian en una

poblacion bajo el modelo de Hardy-Weinberg (Freeland 2005).
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La variacion genética surge a través de eventos de mutacion y esta influenciada por
fuerzas como la migracion, deriva genética y seleccion. En la mayoria de las poblaciones
estas fuerzas actian de forma simultdnea pero la deriva genética juega un papel
predominante en el nivel de variacidn genética neutral en poblaciones pequenas y aisladas

(Freeland 2005), como las poblaciones de islas.

La elevada tasa de mutacion presente en loci microsatélite los ha convertido en una
de las herramientas mas utilizadas para el estudio de la diversidad genética. En general se
espera que los loci microsatélite en las poblaciones naturales presenten niveles de
heterocigosidad esperada por encima del 50% y hasta casi el 100% dependiendo del tipo y
composicion del microsatélite (Jarne y Lagoda 1996). Sin embargo, en diversos estudios de
genética de poblaciones ha sido sido comiin observar niveles de heterocigosidad observada
significativamente menores a lo esperado. Este déficit de heterocigotos puede resultar
consistente con factores como el efecto Wahlund 6 la endogamia poblacional, sin embargo
también puede ser el resultado de la presencia de alelos nulos (Chapuis et al. 2005,

Carlsson et al. 2006).

Debido que los alelos nulos crean falsos homocigotos, es decir individuos
homocigotos aparentes que en realidad son individuos heterocigotos entre un alelo visible y
un alelo nulo (Chakraborty et al. 1992, Pemberton et al. 1995) su aplicacion en distintos
estudios de genética principalmente en andlisis de parentesco puede resultar problematica
(Carlsson 2008). Ademas dado que pueden disminuir el nivel aparente de variabilidad

genética, los niveles de diferenciacion genética pueden ser subestimados (Chapuis y Estoup
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2007). Sin embargo existen distintas aproximaciones que permiten lidiar con el problema
de los alelos nulos y trabajar con el analisis de datos. Entre estas aproximaciones se
encuentra: a) eliminar el locus afectado, b) tratar cada alelo como un marcador dominante,
¢) redisefiar cebadores 0 d) realizar un ajuste en las frecuencias alélicas y genotipicas en
base a la estimacion de la frecuencia de alelos nulos (Chapuis et al. 2007). De estas

opciones el ajuste de frecuencias alélicas es la opcidn mas recurrente.

Los alelos nulos se presentan en la mayoria de los taxa pero parecen ser
particularmente comunes en insectos (Chapuis et al. 2005) y moluscos (Carlsson et al.
2006). De acuerdo con un analisis realizado por Dakin y Avise (2004) sobre microsatélites
aislados para estudios de parentesco y estructura poblacional la frecuencia de alelos nulos
varié de un 5% a un 75% por locus y se sitlio principalmente en un 20% entre distintos

taxa, incluyendo moluscos y vertebrados.

I1.1.2 Estructura y Flujo génico.

La mayoria de las especies muestran algin nivel de estructura genética 6
diferenciacion genética. La estructura genética hace referencia a la adquisicion de
frecuencias alélicas que difieren entre subpoblaciones de una especie, y puede ser el
resultado de la interaccion entre factores ambientales, historias de vida (ej. sistemas de
apareamiento), fuerzas azarosas (ej. deriva genética, mutacion) y deterministas (ej.
seleccion) (Hartl y Clark 1997 y Freeland 2005). Otro factor que contribuye a la

estructuracion genética de las poblaciones es el aislamiento por distancia ya que la
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distribucion geografica de las especies a menudo es mayor que la capacidad de dispersion
de los individuos. Bajo este modelo poblaciones cercanas son genéticamente mas similares

que poblaciones geograficamente mas distantes (Balloux y Lugon-Moulin 2002).

Uno de los retos en el analisis de la estructura de las poblaciones es determinar la
cantidad de flujo génico entre poblaciones. El flujo génico es un componente principal de la
estructura poblacional porque determina hasta qué punto cada poblacion local
(subpoblacién) de una especie es una unidad evolutiva independiente (Slatkin 1993).
Cuanto flujo se requiere para impedir la evolucion independiente en poblaciones locales
diferentes depende de que otras fuerzas evolutivas se encuentren actuando. Uno de los
modelos mas simplistas para el estudio del flujo génico y estructura de poblaciones es el
modelo isla de Wright. En este modelo cada poblacién local (subpoblacion) es lo
suficientemente grande como para que el efecto de la deriva genética sea minimo, y asume
que la migracion entre cada subpoblacion se da de tal forma que las frecuencias alélicas
entre los migrantes igualan al promedio de las frecuencias alélicas entre subpoblaciones.
Asi, el resultado de Wright para el modelo de isla habla del equilibrio alcanzado entre el
flujo génico y la deriva genética. Si el numero de migrantes (Nm) es mucho mayor que 1
entonces el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva e impide la diferenciacion local

(Slatkin 1993).
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I1.1.2.1 Indices de fijacion Fsry Rgr,

El entendimiento del modelo de mutacion que subyace a la evolucion de los
microsatélites ha resultado de gran importancia para el desarrollo de estadisticos apropiados
para el estudio de la diferenciacion poblacional y flujo génico (Balloux y Lugon-Moulin
2002). Se han propuesto dos modelos principales para explicarla:

a) El modelo de mutacion de alelos infinitos IAM (por Infinite Alleles Model).
Segun el cual cada mutacion genera un alelo nuevo, previamente no existente en la
poblacion, e involucra la pérdida o ganancia de cualquier nimero de repeticiones. Ya que
cada mutacién genera un alelo inico se asume ancestria comun entre alelos idénticos en
tamafio y por lo tanto son considerados como alelos idénticos por descendencia IBD.

b) El modelo de mutacion por pasos SMM (por Stepwise Mutation Model) propone
que cada mutacién afiade o elimina con la misma probabilidad unidades de repeticion en
cada alelo. Bajo este modelo dos alelos idénticos en tamafio no necesariamente resultan

idénticos por descendencia.

En general el modelo de SMM se emplea mas frecuentemente para describir el
proceso mutacional de microsatélites. Bajo este modelo se espera la incidencia de
homoplasia, es decir de alelos idénticos en estado (ej. mismo tamafio) pero no idénticos por

descendencia (Jarne y Lagoda 1996 y Estoup et al. 2002).
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Para estimar la conectividad 6 flujo génico entre poblaciones empleando
microsatélites muchos estudios se basan en los estadisticos Fsr de Wright (1951) y/6 Rsr de

Slatkin (1995).

El indice Fsr se deriva de la varianza en las frecuencias alélicas y se define como la
correlacion entre dos alelos seleccionados al azar al interior de las subpoblaciones en
relacion a los alelos muestreados al azar en la poblacion total. Fsr alcanza un valor de uno
cuando las dos subpoblaciones son totalmente homocigotas y fijadas para alelos
alternativos y un valor de cero cuando las frecuencias alélicas en ambas subpoblaciones son

idénticas (Balloux y Lugon-Molin 2002, Tabla VI).

Tabla VI. Interpretacion de los valores de Fgr.

Valor de Fst | Nivel de diferenciacion genética
0-0.05 Bajo
0.05-0.15 Moderado
0.15-0.25 Elevado
>(0.25 Muy elevado

El indice Rgr se calcula a partir de la varianza en el tamafio de los alelos y
representa un andlogo a Fsr pero asumiendo un modelo SMM (Balloux y Lugon-Moulin

2002).
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En una poblacion ideal (modelo de isla) y asumiendo que la mutacion sigue un
modelo TAM, Fgr representa una funcion decreciente de N(m+p), el producto del tamaio
poblacional local (N) y la suma de la migracion (m) y mutacion (). Fst puede ser
convertido en una simple funcién del nimero de migrantes (Nm) cuando la mutaciéon es
minima. Sin embargo ese no suele ser el caso de los microsatélites. Ademas bajo modelos
de mutacion que generan homoplasia como SMM la relacion entre Fsr, el numero de
migrantes y la mutacién no se mantiene. De forma contraria Rgt es independiente de la tasa
de mutacion pero bajo un estricto modelo SMM. La desventaja de Rgr es la alta varianza
que genera. Incluso bajo un estricto modelo SMM, las estimaciones basadas en Fsr a

menudo pueden funcionar mejor que su contraparte Rgr (Balloux y Lugon-Moulin 2002).

I1.2 ANTECEDENTES.

I1.2.1 Variacién geografica de A. hyperythra.

A lo largo de su distribucion A. hyperythra presenta variacion geografica. Dicha
variacion se ha estudiado en base a caracteristicas morfologicas y caracteres de folidosis, y
aunque en principio se sugirié la presencia de tres subespecies de A. hyperythra en la
peninsula: C. h. beldingi en el norte, C. h. schmidti en el centro de Baja California y C. h.
hyperythrus en el sur de Baja California (Walter y Taylor 1968), en estudios mas recientes

estas subespecies no son reconocidas (Grismer 1999).
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I1.2.2 Capacidad de Movimiento.

Algunos estudios han sugerido que A. hyperythra puede moverse distancias
relativamente moderadas pero mayores a otras especies de reptiles con tamafos corporales
similares (ej. Juveniles de Dipsosaurus dorsalis, Eremias lineoocellata, Eremias lugubris y
Uta stansburiana) (Garland 1993, en Wright y Vitt 1993). Por otro lado, en un estudio
realizado en las cercanias de Cabo San Lucas , B.C.S., Karasov y Anderson (1984)
sugirieron que A. hyperythra puede presentar variaciones en la distancia diaria recorrida,
dependiendo del tipo de habitat y debido principalmente a diferencias en el tiempo de
actividad total, también reportan que existen diferencias entre sexos, siendo los machos
quienes presentan una mayor capacidad de dispersion. Por ejemplo con un 56 a 78% del
tiempo en locomocién, los machos pueden desplazarse de 371 a 832 m/dia mientras que las
hembras con un 76 a 73% del tiempo en locomocion pueden desplazarse de 187 a 404

m/dia.

Por otra parte, la relacion entre taxa de islas adyacentes o entre la peninsula e islas
del Golfo de California ha sugerido que miembros del género Aspidoscelis podrian
presentar movimientos a través del agua durante eventos climatolégicos como tormentas y
huracanes. Por ejemplo Grismer (1999) sugirid6 que esto podria haber sucedido entre A.
carmenensis y A. pictus que son especies hermanas que habitan en isla Carmen e isla

Monserrat respectivamente. Isla Carmen es una isla conectada a continente con una
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profundidad del canal baja mientras que Monserrat es una isla oceanica; ambas islas nunca

han estado conectadas.

En base a estos antecedentes se propuso estudiar la diferenciacion genética entre dos
poblaciones peninsulares de A. hyperythra y en ausencia de datos acerca de la capacidad de
dispersiéon de la especie inferir el nivel de flujo génico empleando marcadores
microsatélites, asi como comparar el nivel de diferenciacién de poblaciones peninsulares
(una que llamaremos poblacion del Km128, situada cerca del km 128 de la carretera
transpeninsular y otra en El Comitan, la reserva ecoldgica del CIBNOR), respecto a A. h.
espiritensis, habitante de isla Espiritu Santo, cercana al conteniente y que ha estado
conectada con el mismo hasta tiempos recientes. Asi consideramos a A. espiritensis (sensu
Grismer 1999) como una subespecie de A. hyperythra, es decir teniendo en cuenta la
clasificacion previa (Walker y Taylor 1968). Con fines comparativos se incluyd muestras

de A. ceralbensis (que habita solamente en Isla Cerralvo).
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I1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

= Obtencion de estimas de diversidad genética para 10 loci microsatélite en A.
hyperythra y A. ceralbensis.

* Probar equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento en A. hyperythra y A.
ceralbensis.

» Probar la incidencia de estructura genética y nivel de diferenciacion genética entre
dos localidades peninsulares y una insular de A. hyperythra y una poblacion insular
de A. ceralbensis.

= Estimas de flujo génico entre localidades de A. hyperythra

I1.4 HIPOTESIS.

HO1:
Las poblaciones, tanto insular como peninsular, de A. hyperythra mostraran niveles
mas elevados de variacion genética para 10 loci microsatélites que la poblacion de A.

ceralbensis debido a que esta ultima es una especie confinada solamente a isla Cerralvo.

HO2:

Las localidades peninsulares de A. hyperythra muestreadas estaran genéticamente
mas relacionadas entre si (mayor flujo génico) que con respecto a la localidad insular de
Espiritu Santo (A. h. espiritensis), y A. ceralbensis mostrara un alto nivel de diferenciacion

con respecto a A. hyperythra tanto insular como peninsular.
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IL.5 MATERIALES Y METODOS.

I1.5.1 Colecta de muestras.

Para el andlisis de la variacion intra e interpoblacional se aumentaron los tamanos

de muestra que se tenian hasta 2006, durante el mes de Febrero de 2008 en las localidades

de Comitan, el Km128, Isla Espiritu Santo e isla Cerralvo (Tabla VII). Los métodos de

colecta de individuos y obtencion de tejido fueron los ya descritos (Capitulo I). En la

poblacion de El Comitéan, la ubicacion del sitio donde la lagartija era observada por vez

primera fue registrado empleando un sistema de posicionamiento global GPS (por Global

Positioning System).

Tabla VII. Localidad de muestreo, nimero de individuos colectados por afio.

Localidad nporaio N total
Km128 17 (2004) 20

3 (2008)
Comitan 8 (2004) 31

23 (2008)
Espiritu Santo 11 (2004) 21

10 (2008)
Cerralvo 12 (2004) 16

4 (2008)
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11.5.2 Amplificacion de microsatélites mediante PCR v asignacion de genotipos.

Los 10 loci microsatélites previamente caracterizados fueron amplificados en el
total de las capturas realizadas en las localidades de Km128, Comitan, Espiritu Santo y

Cerralvo bajo las condiciones y ciclos de PCR ya descritos en el Capitulo 1.

El polimorfismo y patron alélico de los microsatélites amplificados fue
caracterizado en el programa GeneMapper v.4.1 (Applied Biosystems). La asignacion de
genotipos se apoyo también en el programa Flexibin v.2 (Amos 2007). En ocasiones el
cambio entre las distintas clases de tamafio en un locus no es exactamente de dos pares de
bases, como se espera en el caso de dinucleotidos por ejemplo, sino que puede ser
ligeramente menor o mayor. En consecuencia el forzar los alelos a una periodicidad de dos
pb puede generar problemas en el nombramiento de los alelos. A partir de los datos de
tamafio exacto observado para cada alelo, este programa genera un grafico de la
distribucion en el tamafio de los alelos, determina el cambio exacto entre cada clase y
asigna con un color diferente cada clase de tamafio lo que permite distinguir con mayor

claridad y precision los distintos alelos en cada poblacion de estudio.
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I1.5.3 Variacion intrapoblacional en A. hyperythra y A. ceralbensis.

11.5.3.1 Estimaciones de Diversidad Genética.

Para A. hyperythra (Comitan, Km128 y Espiritu Santo) y A. ceralbensis (Isla
Cerralvo) se estimaron los parametros de diversidad genética en términos del nimero de
alelos por locus (NA), heterocigosidad observada (Hp) y esperada (Hg) en el programa
GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004). La estimacion de la riqueza alélica (AR) por poblacion se
realizd mediante el método de rarefaccion incorporado en el programa HP-RARE
ponderando para el tamafio minimo de muestra detectado en las cuatro poblaciones

(Kalinowski 2006).

La normalidad de los datos de riqueza alélica (AR), heterocigosidad observada (Ho)
y esperada (Hg) fue evaluada mediante un test de Kolmogorov-Smirnof de una cola
empleando el programa STATISTICA v.6 (StatSoft Inc). Finalmente, se probo la
significancia de las diferencias observadas entre pares de poblaciones para estos indices

mediante una prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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11.5.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y endogamia poblacional (Fig).

El andlisis al equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se realiz6 mediante una prueba
exacta de Fisher empleando el método de cadenas de Markov y siguiendo los pardmetros
propuestos en el programa GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset 1995) bajo la hipotesis
nula de asociacion al azar de los gametos. El criterio de significancia de esta prueba (o =

0.05) fue ajustado empleando una prueba secuencial de Bonferroni (Rice 1989).

La relacion entre el nimero de individuos heterocigotos observados (ej. el déficit o
exceso) y el esperado fue evaluada a partir del coeficiente de endogamia (f) segin el
estimador Fig de Weir y Cockerham (1984). Este coeficiente fue calculado a nivel global,
por poblacion (para el total de las muestras en cada localidad) y por locus. La variacioén en
la estimacion global de este parametro fue estimada mediante una prueba de jacknife por
locus. La significacion en la estimacion por poblacion fue calculada mediante pruebas de
permutacion (ej. 1000). Los intervalos de confianza al 95% fueron calculados mediante

1000 remuestreos en el programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004).
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11.5.3.3 Analisis del Desequilibrio de Ligamiento (LD).

El desequilibrio de ligamiento (LD) por pares de loci fue determinado aplicando una
prueba exacta de Fisher empleando el método de cadenas de Markov y siguiendo los
parametros propuestos en el programa GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset 1995) bajo la
hipotesis nula de independencia entre los genotipos de loci distintos en cada localidad. El
criterio de significancia (o = 0.05) de esta prueba fue ajustado empleando una prueba

secuencial de Bonferroni.

I1.5.3.4 Incidencia de alelos nulos y otros errores durante la asignacion de genotipos.

Mediante el anélisis de la distribucion esperada de homocigotos por clase de tamafio
observada en cada loci microsatélite se evaluo si las desviaciones al equilibrio de Hardy-
Weinberg pudieran estar relacionadas con errores en la asignacion de genotipos debido a la
incidencia de alelos nulos, amplificacion preferencial del alelo pequefio (ej. short allele
dominance) o cambios en el tamafio del producto amplificado durante la PCR (ej. sttutering
6 bandas fantasmas). La frecuencia de alelos nulos por locus y poblacion se estimo a partir
del indice de Brookfield 1 (Brookfield 1996) en Microchecker v.2.2.3 (Oosterhout et al.
2003) y empleando el algoritmo de Maximizacion de la Expectativa EM (por Expectation

Maximization) de Dempster et al. (1997) en el programa FreeNA (Chapuis y Estoup 2007).
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I1.5.3.5 Efecto del tipo de muestreo en el nivel de heterocigosidad observada.

Para probar si el nivel de heterocigosidad observada por poblacion pudiera estar
relacionado con la captura de grupos independientes de individuos altamente relacionados
entre si (ej. grupos familiares), se estimd el coeficiente de parentesco de Queller y
Goodnight (1989) por par de individuos en cada localidad a partir del calculo de rxy= dos
veces la probabilidad de que un gen tomado al azar de un individuo X sea idéntico por
descendencia en relacion a otro gen tomado al azar de un individuo Yy para un locus diploide
autosomal (ej. rxy=0.5 hermanos de los mismos padres, rXy=0.25 hermanos con solo un
padre en comun y rXy=0 no relaciéon). Se probd la hipotesis nula de no relacion de
parentesco (genotipos multilocus son muestras independientes de una poblacion
panmictica) empleando métodos de permutacion que comparan la distribucion observada,
en este caso de la varianza, de los coeficientes de parentesco pareados con la distribucion
esperada en poblaciones no estructuradas. La significacion se obtuvo mediante 1000
permutaciones de acuerdo al procedimiento incorporado en el programa IDENTIX (Belkhir

et al. 2002).
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I1.5.3.6 Variacion espacio-temporal en muestras del Comitan.

Para el andlisis de la variacion temporal el total de la muestra en Comitan, por ser la
poblacion con mayor nimero de muestras, se dividié en dos submuestras: una conteniendo
las capturas realizadas en 2004 y otra conteniendo las capturas en 2008, pero incluyendo
solo individuos colectados en un mismo lado de la carretera Se calcul6 el parametro de
coancestria Ost y el coeficiente de endogamia Fis en las submuestras y se probo si estos

resultaban ¢ no significativamente diferentes de cero.

En el caso del andlisis para detectar variacion espacial a menor escala en Comitan,
se siguid el mismo procedimiento ya descrito pero dividiendo el total de las colectas en
submuestras que contenian individuos capturados en un mismo afo de muestreo pero a

distintos lados de la carretera.

La significancia de estas estimaciones fue calculada mediante 1000 permutaciones

en el programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004)
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I1.5.4 Diferenciacion v estructura genética interpoblacional en A. hyperythra.

Los analisis detallados en los siguientes apartados fueron realizados en algunos
casos a partir de correcciones para la incidencia de alelos nulos siguiendo las
aproximaciones de ENA (por Excluiding Null Alleles) 6 INA (por Incluiding Null Alleles)
incluidas en el programa FreeNA (Chapuis y Estoup 2007). Los resultados obtenidos para
cada estimacion fueron contrastados con los calculados a partir del conjunto de datos

original (sin correccion para alelos nulos).

I1.5.4.1 Analisis de estructura genética entre poblaciones.

La significancia de las diferencias observadas entre pares de poblaciones en sus
distribuciones alélicas fue analizada mediante una prueba exacta de Fisher (1000
demorizaciones, 100 batches y 1000 repeticiones) en el programa GENEPOP ver 3.4
(Raymond & Rousset 1995) bajo la hipotesis nula de distribucion alélica idéntica entre
poblaciones y empleando el conjunto de datos original, es decir sin correccion para alelos

nulos.
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I1.5.4.2 Analisis Factorial de Correspondencia (AFC).

Como un primer método exploratorio para el estudio de la diferenciacion genética
entre localidades se realizé un andlisis factorial de correspondencia AFC a partir de los
genotipos con correccion para alelos nulos segun el método INA. El AFC es un analisis
candnico multivariado y que ha sido adaptado para describir la asociacion entre dos
variables cualitativas. Las variables cualitativas se representan por las frecuencias alélicas
de las poblaciones. Con este andlisis es posible ubicar la posicion de cada individuo en el
hiperespacio formado por tantas dimensiones como modalidades, de acuerdo al método

implementado en el programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004).

I1.5.4.3 Estimaciones de diferenciacion genética (Fst) y numero de migrantes (Nm).

El grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones de A. hyperythra fue
estimado a partir del indice de fijacion Fsr de Wright siguiendo el método ENA en el
programa FreeNA (Chapuis y Estoup 2007). El método ENA estima las frecuencias de
alelos nulos y alelos visibles para cada par de locus y poblacion, posteriormente asigna un
unico alelo no presente en el conjunto de datos original para los alelos nulos, ajusta las
frecuencias genotipicas de homocigotos y calcula el indice de fijacion Fgr global y el
coeficiente de coancestria st por pares de poblaciones en base a Weir (1996) limitando el
calculo a los estados visibles. El estado del alelo nulo es ignorado en el célculo y la suma

de las frecuencias alélicas y genotipicas no son ajustadas a 1. Esto es factible debido a que
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el valor estimado de Fsr para un locus dado es la combinacién apropiada de estimaciones

de Fsr para alelos individuales.

El intervalo de confianza al 95% fue determinado mediante 1000 remuestreos (por
bootstrap). La diferenciacion genética entre pares de poblaciones fue determinada a partir
del calculo del coeficiente de coancestria Ost permutando individuos al azar entre cada par
de poblaciones. Con fines comparativos se calculd Osp entre cada poblacion de A.

hyperythra (incluyéndose la poblacion de E. santo) respecto a A. ceralbensis.

Los valores de Fsr global y Osr por pares fueron calculados también a partir del
conjunto de datos original de acuerdo con la variaciéon de Weir y Cockerham (1984) en el
programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004). La variacién en la estimacion global fue
calculada mediante una prueba de jacknife por loci y la significacion en la estimacion
pareada fue obtenida mediante 1000 permutaciones. Los valores de Fsr global y Ost fueron

contrastados con los obtenidos a partir del método ENA.

A partir del calculo del pardmetro Ost se estimd y compard el numero de migrantes
(Nm) entre pares de poblaciones de A. hyperythra para ambos conjuntos de datos,
correccion ENA y sin correccion, de acuerdo con Nm = 1-Fst/4*Fst asumiendo un modelos

de islas en equilibrio migracion-deriva.
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I1.5.4.4 Construccion de dendogramas a partir del calculo de distancias genéticas.

La divergencia genética por pares de poblaciones fue determinada utilizando las
distancias Dcg de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) a partir de los datos de genotipos
originales y corregidos segin la aproximacion INA (Chapuis y Estoup 2007). La
significancia de las estimaciones fue obtenida mediante 1000 permutaciones en el
programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir 2004). A partir de las distancias calculadas para los
datos con correccion INA se construyd un dendograma poblacional mediante el método de
agrupamiento pareado no ponderado usando las medias aritméticas UPGMA (por
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Se obtuvo una estima del soporte
para cada nodo mediante 1000 bootstrap. Para incluir a los individuos de cada localidad en
un mismo dendograma se calcularon las distancias de alelos compartidos Das (por Shared
Allele Distance, Chakraborty y Jin 1993) a partir del conjunto original de datos. La
construccion del dendograma se realizdo con el método del vecino mas cercano NJ (por
Neighboor-Joinig) empleando los programas Populations 1.2.30 (Langella 1999) y MEGA

4 (Tamura et al 2007).
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I1.5.4.5 Estructura genética e inferencia de flujo génico empleando pruebas de

asignacion de individuos.

Para comprobar la estructura previamente detectada e inferir flujo génico entre
poblaciones, se realizd un analisis bayesiano de asignacion de individuos en el programa
STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al. 2000). Este programa asume un modelo en el que cada
grupo 6 poblaciéon es modelado por un conjunto caracteristico de frecuencias alélicas en
cada locus. Los genotipos de los individuos colectados se denotan por X, Z denota la
poblacion de origen (puede o no ser desconocida), y P denota las frecuencias alélicas
(pueden o no ser desconocidas) en el total de las poblaciones. Los caracteres X, Z 'y P
denotan vectores multidimensionales. Asi bajo el supuesto de equilibrio de Hardy
Weinberg y equilibrio de ligamiento cada alelo por locus en cada genotipo representa una
muestra independiente de la apropiada distribucion de frecuencias, lo que especifica la
distribucion de probabilidad Pr (X | Z,P) o Pr(Z) Pr (P) Pr(X/Z,P). La distribucion a
posteriori es calculada empleando el método de Monte Carlo de Cadenas de Markov,

infiriendo los valores de Z y P dado los genotipos observados, X.

En resumen, los individuos en la muestra son asignados por probabilidad a una
poblacion 6 a dos o mds poblaciones si sus genotipos indican que son mezclados y

buscando maximizar el equilibrio de Hardy Weinberg al interior de cada poblacion.
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Se realizd una primera inspeccioén para estimar el periodo de calentamiento (por
burn-in) y el numero de replicas que eran necesarios para que los parametros de
verosimilitud (likelihood) y Fsr se estabilizaran. Los parametros finales consistieron en
250,000 réplicas durante el periodo de calentamiento, los valores de probabilidad fueron
calculados mediante 1,000,000 replicas subsiguientes. Se simularon hasta 8 K (poblaciones)
con 3 réplicas por cada una para comprobar que no existieran variaciones en las
estimaciones de los parametros. En las simulaciones se incluy6 a las cuatro poblaciones de
muestreo asumiendo dos modelos: a) modelo de mezcla y frecuencias alélicas
correlacionadas y b) modelo de no mezcla y frecuencias alélicas no correlacionadas. Lo
anterior para probar como variaban los resultados al incluir las muestras de A. ceralbensis

en las simulaciones.

Carlsson (2008) demostré que aun en poblaciones en desequilibrio de Hardy-
Weinberg, generado por la incidencia de alelos nulos, este tipo de pruebas pueden ser
aplicadas ya que estos artefactos generan una menor capacidad en el poder de asignacion
individual, sin embrago en conjunto el numero de loci y el nivel de diferenciacion genética
tienen un mayor efecto en la precision de este tipo de andlisis. Asi, se emplearon los datos

sin correccion para alelos nulos de acuerdo con lo propuesto por este autor.
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I1.6 RESULTADOS.

I1.6.1 Asignacion de genotipos en A. hyperythra y A. ceralbensis.

La inspeccion visual de los alelos asignados automaticamente mostro la incorrecta
asignacion de algunos de ellos e inconsistencia en su deteccion cuando presentaban
patrones de cuspides dobles 6 bandas fantasma (caso de los loci Ashy2, Ashy18 y Ashy30);
también se detectd inconsistencia en el caso de individuos heterocigotos para alelos entre
los que habia una diferencia grande en pares de bases entre el alelo de menor y mayor
tamaino debido a que la sefial del segundo alelo era muy débil y el programa no siempre lo
reconocia como un alelo (caso de los loci Ashy22 y Ashy12). Por lo que se realizo un

ajuste manual de los alelos.

Ademas se detectaron en varios loci alelos intermedios que no se ajustaron al
modelo esperado de cambios en el numero de repeticiones, principalmente en El Comitan.
En el programa Flexibin se logré visualizar mejor la distribucion de los tamafios alélicos y
distinguir mejor entre cada clase de tamafio y el cambio exacto en pares de bases. En la
figura 6 se muestran dos ejemplos de la fase grafica generada por Flexibin, indicando un
locus con clases de tamafio bien definidas y faciles de interpretar en cualquiera de los dos
programas empleados y un locus con incidencia de alelos intermedios y con clases de
tamano dificiles de asignar en GeneMapper pero que en Flexibin pudieron ser mas

facilmente identificadas.
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Figura 7. Distribucion de los tamafios alélicos observados para los marcadores Ashy8 (a)
y Ashy9 (b) en individuos del Comitan. Se muestran en rojo y azul las distintas
clases de tamafio sugeridas por Flexibin. Los tamafios corresponden a los
observados, incluyendo la extension 5° de la secuencia M13 utilizada para el
marcaje indirecto.
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El rango alélico observado por locus resultdé mayor para las localidades de A.
hyperythra y en todos los caso A. ceralbensis mostr6 un rango mas estrecho de tamafios

alélicos (Tabla VIII).

Tabla VIII. Rango alélico amplificado por marcador y poblacion.
Km128 Comitan E. Santo  Cerralvo
Ashy2 161-173  155-179  159-187  165-177
Ashy8 186-234  182-212  182-212  180-194
Ashy9 126-225 180-246  186-246  192-221
Ashy12 237-307  227-312  225-295  238-275
Ashyl15 369-391  301-391  202-387  305-338
Ashy18 408-453  408-456  408-455  453-456
Ashy19 370-391  368-414  370-403  373-382
Ashy22 110-179  108-179  108-205 108
Ashy28 233-284  233-273  233-265  239-249
Ashy30 316-330  308-332  312-339  314-356

11.6. 2 Variacion Intrapoblacional

11.6.2.1 Estimaciones de Diversidad Genética.

Para cada poblacion de muestreo de A. hyperythra se realizaron estimaciones de la
variabilidad genética en términos de numero de alelos (Np), riqueza alélica (AR),
heterocigosidad observada (Hp) y heterocigosidad esperada (Hg), para 10 loci microsatélite.
Se encontr6 un promedio de 9.9m alelos en la poblacion de Km128, 17.7 en Comitan y de
10.8 en Espiritu Santo. En el caso de A. ceralbensis se observo el menor promedio en esta
estimacion. Los valores de riqueza alélica empleando el método de rarefaccion en las cuatro

poblaciones mostraron valores muya similares a los obtenidos a partir de la estimacion del
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numero de alelos. La heterocigosidad esperada en las cuatro poblaciones mostréd valores de

moderados a altos. EI mayor valor promedio en esta estimacion se detectd en el Comitan y

el menor en Isla Cerralvo. Por su parte la heterocigosidad observada fue baja en las cuatro

poblaciones, con un promedio de 0.59 en Comitan a 0.55 en Espiritu Santo. En A.

ceralbensis se encontr6 fijo Ashy22 (Tabla IX).

Tabla IX. Variabilidad genética en A. hyperythra y A. ceralbensis. Se muestra el tamafio de
muestra (N) por poblacion, el nimero de individuos analizados por locus (n),
niamero de alelos (Na), la riqueza alélica (AR), heterocigosidad esperada (Hg),
heterocigosidad observada (Ho) y los valores promedio.

Ashy2 Ashy8 Ashy9 Ashyl2 Ashyl5 Ashyl8 Ashyl9 Ashy22 Ashy28 Ashy30 Promedio
Km128 n 20 20 20 20 20 20 20 20 20 17 19.7
N@20) Na 5 13 11 13 8 3 4 19 16 7 9.9
AR 4.89 1145 9.84 119 6.63 2.91 3.97 16.04 13.60 6.79 8.8
He 0.609 0.846 0.846 0915 0.537 0432 0491 0951 0.926 0.811 0.73
Ho 0.500 0.742 0.600 0.850 0.400 0.400 0.350 0.900 0.650 0.176 0.55
Comitan n 31 27 30 26 31 28 29 31 31 31 29.5
N @31 Np 12 13 24 20 25 10 13 29 18 13 17.7
AR 9.58 1141 17.84 1566 17.75 8.13 11.1 18.1 1346 1136 134
He 0.846 0.920 0.965 0.948 0.961 0.78 0.907 0962 0933 0.905 0.91
Ho 0.742 0.593 04 0.577 0.677 0357 0414 0.806 0.677 0.742 0.59
E.santo n 21 19 20 18 18 20 17 21 21 21 19.6
N (21) Na 11 10 11 10 7 9 8 19 10 13 10.8
AR 104 9.12 979 9.44 6.73 7.9 7.71 1555 8.92 12.10 9.7
He 0.893 0.865 0.853 0.868 0.819 0.758 0.775 0.937 0.872 0928 0.85
Ho 0.905 0.684 0.3 0278 0278 0.65 0.294 0.81 0.619 0.762 0.55
Cerralvo n 16 14 15 15 14 15 15 16 15 16 15.1
N (16) Np 6 4 11 12 11 2 5 1 3 7 6.16
AR 598 4 10.78 1146 11 2 493 1 2.93 6.6 5.19
He 0.821 0.378 0.887 0.717 0.894 0.46 0.761 0 0246 0.694 0.58
Ho 0938 0.286 0.533 0.267 0.786 0.267 0.200 0 0.267 0.500 0.40
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De acuerdo con el test de Kolmogorov-Smirnof las datos de Heterocigosidad
observada y riqueza alélica resultaron normales (D=0.110 y P>0.20 y D=0.801 y P>0.20) y
los datos de heterocigosidad esperada no normales (D=0.222 y P<0.05) por lo que se aplicd
una prueba no paramétrica de Wilcoxon para evaluar si existian diferencias significativas

en estas estimaciones entre pares de poblaciones.

Se encontraron diferencias significativas en los valores de heterocigosidad esperada
y riqueza alélica entre la mayoria de las poblaciones, excepto entre los pares Km128-
Espiritu Santo y Km128-Cerralvo. Los valores mas altos de Hg, Ra y Na correspondieron a
las poblaciones de Comitan y Espiritu Santo, siendo Cerralvo la poblaciéon que
consistentemente mostrd valores mas bajos en los tres estimadores (Tabla IX, Fig. 7 y 8).
No se detectaron diferencias significativas en valores de heterocigosidad observada para

ninguna de las comparaciones pareadas (Tabla X).

Tabla X. Significancia de las diferencias observadas en los valores de diversidad genética
por pares de poblaciones. Se muestra la heterocigosidad esperada (Hg),
heterocigosidad observada (Ho) y riqueza alélica (AR).

Poblaciones He Ho AR
Km128 vs. Comitan 0.00506* 0.7896 0.0207*
Km128 vs. Espiritu Santo  0.0926 0.4235 0.6566
Km128 vs. Cerralvo 0.5076 0.1548 0.3739
Comitan vs. Espiritu Santo  0.0284*  0.5750 0.0218*
Comitan vs. Cerralvo 0.0050*  0.0593 0.0050*

Cerralvo vs. Espiritu Santo  0.0284*  0.2026 0.0468*

* Valores significativos (P<0.050)
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11.6.2.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y endogamia poblacional (Fis).

Para la mayoria de los loci analizados se detectd un déficit de heterocigotos en las
cuatro poblaciones de estudio. El andlisis del HWE mostré desviaciones altamente
significativas, incluso después de realizar un ajuste en los niveles de significancia (o= 0.05)
para comparaciones multiples mediante la prueba secuencial de Bonferroni. EI numero de
loci en desequilibrio de HW dentro de cada poblacion resultd variable (Tabla XI). En la
poblacion del km128 se detectaron tres loci en desequilibrio (P<0.007), en la de Comitan
ocho loci (P<0.025), en la de Espiritu Santo cuatro loci (P<0.008) y en la de Cerralvo tres

loci (P<0.008).

El parametro de endogamia (f) global para las cuatro poblaciones calculado a partir
del estadistico Fis resulté elevado, con un valor de 0.33240 (ICos0,= 0.24264-0.41846).
Mediante una prueba de Jacknife se comprobd que no existen grandes variaciones en la
estimacion de este pardmetro al eliminar la informacion de un locus en cada paso (Tabla
XII). Por poblacion este parametro Fig mostrd valores altos de endogamia. En la poblacion
del Km128 mostrd un valor de 0.300, en Comitan el valor fue de 0.3482, en Espiritu Santo
de 0.355 y en la de Cerralvo el valor fue de 0.31754. Todos los valores fueron mayores 6
iguales que todos los obtenidos de las permutaciones al azar de alelos en individuos de la

misma poblacion, por lo que resultan altamente significativos (P<0.001).
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Tabla XI. Analisis del HWE y estimacion del coeficiente de endogamia (Fis). Se muestra por
poblacion la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg), el valor de P exacto
asi como el coeficiente de endogamia Fjs por locus y poblacion.

Localidad Estima Locus Promedio
Ashy2 Ashy8 Ashy9 Ashyl2 Ashyl5 Ashyl8 Ashyl9 Ashy22 Ashy28 Ashy30
Km128 Ho 0.500 0.742 0.600 0.850 0.400 0.400 0.350 0.900 0.650 0.176 0.550
He 0.609 0.846 0.846 0915 0.537 0432 0491 0951 0926 0.811 0.730
P 0291 0.000% 0.030 0.594 0.069 0.733 0.027 0.197 0.001* 0.000* -
Fis  0.183 0.556 0.296 0.073 0.260 0.076 0293 0.055 0.303 0.788 0.300
Comitan Ho 0.742 0593 0400 0.577 0.677 0357 0414 0806 0.677 0.742 0.590
He 0.846 0920 0965 0948 0961 0.780 0.907 0962 0933 0.905 0.910
P 0259 0.000% 0.000% 0.000* 0.010* 0.000* 0.000% 0.029 0.000* 0.008* -
Fis - 0360 0.590 0.396 0.299 0.547 0548 0.164 0278 0.182 0.348
0.124
E. Santo Ho 0905 0.684 0300 0.278 0.278 0.650 0294 0.810 0.619 0.762 0.550
He 0.893 0.865 0.853 0.868 0.819 0.758 0.775 0937 0872 0.928 0.850
P 0951 0.303 0.000% 0.000* 0.000* 0.052 0.000* 0.057 0.209 0.010 -
Fs - 0.213 0.654 0.686 0.667 0.145 0.628 0.139 0295 0.183 0.355
0.013
Cerralvo Ho 0938 0.286 0.533 0.267 0.786 0.267 0200 O 0.267 0.500 0.400
He 0.821 0378 0.887 0.717 0.894 0460 0.761 0 0.246 0.694 0.580
P 0.099 0.086 0.000% 0.000* 0.064 0.231 0.000* - 1 0.036 -
Fs - 0.252 0407 0.636 0.125 0.429 0.744 - -0.087 0286 03175
0.148

*

Desviacion significativa al equilibrio Hardy-Weinberg después de realizar un ajuste secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989); km128 (P<0.007), Comitan (P<0.025), Espiritu Santo (P<0.008) y Cerralvo

(P<0.008).
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Tabla XII. Variacion en la estimacion del Fis global. Se muestra el valor de la media y la
desviacion estandar.

Jacknife Fis

Sin Ashy28 0.33914
sin Ashy30 0.33445
sin Ashy2 0.36366
sin Ashy22 0.35423
sin Ashy18 0.33176
sin Ashy8 0.32826
sin Ashy15 0.33129
sin Ashy9 0.31020
sin Ashy19 0.30855
Sin Ashy12 0.32216
Media : 0.33272

Desviacion estindar  0.04919

I1.6.2.3 Analisis al Desequilibrio de Ligamiento (LD).

No se encontrd desequilibrio de ligamiento (LD) en ningtn par de loci en ninguna
de las cuatro poblaciones, tras realizar un ajuste en los valores de significancia (0=0.05)
empleando una prueba secuencial de Bonferroni (P<0.001). Es decir, este analisis mostrd
un numero efectivo de 10 marcadores microsatélite por poblacion y la no asociacion entre
genotipos de loci distintos, por lo que la variacion en cada locus resulta independiente del

resto.

11.6.2.4 Incidencia de alelos nulos y otros errores durante la asignacion de genotipos.

El analisis de la distribucion esperada de homocigotos por clase de tamafio

observada en cada loci microsatélite sugirié la incidencia de alelos nulos dentro de las
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cuatro localidades. En las poblaciones de Km128 y Comitan este tipo de artefactos podrian
estar presentes en cuatro y siete loci respectivamente, en la de Espiritu Santo en cinco loci y

en dos en la de Cerralvo.

La frecuencia de alelos nulos de acuerdo al estimador de Brookfield 1 mostr6 que
los loci con la mayor frecuencia en cada poblacion son: Ashy8 y Ashy30 en la poblacion
del Km128; Ashy9 y Ashy19 en la poblacion de Comitan; Ashy9 y Ashy12 en la poblacion
de Espiritu Santo; y Ashy19 en la poblacion de Cerralvo. El calculo en las frecuencias de
alelos nulos a partir del estimador de Maximizacién de la Expectativa (EM) mostrd valores

similares (Tabla XIII).

Tabla XIII. Frecuencia de alelos nulos por locus y poblacion. Estimacion segin el

estimador de Brookfield 1 y el algoritmo EM. Para el estimador de Brookfield se
muestra entre paréntesis el valor de P exacto.

Localidad Estimador Ashy2  Ashy8  Ashy9  Ashyl2 Ashyl5 Ashyl8 Ashyl9 Ashy22 Ashy28 Ashy30
Km128 Brookfield - 0.2493  0.1233 - - - - - 0.1327 0.3417
(0.001) (0.05) (0.025) (0.001)
EM 0.0584 0.2504 0.1047 0.0000 0.0991 0.0000 0.1295 0.0094 0.1342  0.4631
Comitan  Brookfield - 0.1632 0.2816 0.1828 0.138  0.2315 0.2524 0.0784 0.1256 0.0784
(0.001) (0.001) (0.001) (0.01) (0.001) (0.001) (#) 0.01) (#)
EM 0.0500 0.2014 0.2501 0.1819 0.1379 0.2658 0.3082 0.0652 0.1262 0.0825
E.santo  Brookfield - - 0.2901 0.3071 0.2887 - 0.2616 - 0.1255  0.075
(0.001) (0.001) (0.001) (0.001) 0.05) (#)
EM 0.0000 0.0795 0.3234 0.3073 0.3413 0.0613 0.2888 0.0480 0.1254  0.0867

Cerralvo  Brookfield - - 0.1746  0.252 - - 0.3086 - - -

(0.025) (#) (0.001)

EM 0.0000 0.0992 0.3089 0.2415 0.0684 0.1291 0.1701 0.0010 0.0000 0.0556

" valores de P no significativos.

- Incidencia de alelos nulos no detectada.
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La incidencia de errores en la asignacion de genotipos debido a otros factores como
amplificacion preferencial del alelo pequefio (short allele dominance) y bandas fantasma
(stutter) fue descartada para todos los loci en las cuatro poblaciones de acuerdo al andlisis

de la distribucion de homocigotos por clase de tamafio en Microcheker.

11.6.2.5 Efecto del tipo de muestreo en el nivel de heterocigosidad observada.

Se observd una amplia variacion en los valores de parentesco (rXy) entre pares de
individuos por poblacion (Fig. 10). El anélisis de la distribucion de los datos observados
respecto a lo esperado por azar mostrd en las cuatro poblaciones una distribucion
relativamente unimodal y una media no significativamente mayor a lo esperado bajo la
hipdtesis nula de no parentesco (P>0.05). La media del coeficiente de parentesco (rxy) en
Km128 resulté de -0.05, en el Comitan de -0.03, en Espiritu Santo de -0.05 y en Cerralvo

de -0.06.
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Figura 10. Distribucién observada del coeficiente de parentesco rXy entre pares de
individuos. Se muestra las clases (eje x) y el nimero de observaciones en cada clase

(eje y) por poblacion. a) Km128, b) Comitan, ¢) Espiritu Santo y d) Cerralvo.



80

11.6.2.6 Variacion espacio-temporal en muestras del Comitan.

El analisis sobre la variacion espacio-temporal en Comitan mostrd valores Osr
moderados y significativamente distintos de cero entre submuestras pertenecientes a afios
distintos 6 que fueron colectadas en un mismo afio pero a uno y otro lado de la carretera.
Por su parte el coeficiente de endogamia Fis en las submuestras mostré valores atn

elevados y significativamente distintos de cero (Tabla XVI).

Tabla XIV. Valores del coeficiente de coancestria y endogamia Fis en submuestras
provenientes de distintos afios y puntos de colecta para la poblacion del Comitan

Submuestras Ost Fis
Espacio a) 10 individuos, lado 1 de la carretera, afio 2008 0.263
(P=0.000)
b) 12 individuos, lado 2 de la carretera, afio 2008 0.38366
(P=0.000)
0.0097
(P=0.014)
Tiempo a) 8 individuos lado 1 de la carretera, 2004 0.34671
(P=0.000)
b) 10 individuos lado 1 de la carretera, 2008 0.26391
(P=0.000)

0.0252
(P=0.0023)
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I1.7 Analisis interpoblacional en A. hyperythra.

I1.7.1 Analisis de estructura genética entre poblaciones.

El andlisis de la distribucién de frecuencias alélicas (Anexo 2) entre pares de
poblaciones mostré que aunque hay alelos idénticos en estado compartidos entre
localidades existen diferencias altamente significativas en sus frecuencias alélicas

(P<0.001).

I1.7.2 Analisis Factorial de Correspondencia (AFC).

El AFC mostr6 para los dos conjuntos de datos, correccion INA y datos originales,
que existen centros de gravedad independientes, es decir que existen diferencias genéticas
entre poblaciones. Se observan en la Figura 11 para la correcciéon INA, dos grupos
principales separados a lo largo del primer eje: un grupo conformado por la poblacion
Cerralvo y otro formado por las poblaciones de Km128, Comitan y Espiritu Santo. Dentro
de este segundo grupo el segundo eje permite separar los individuos de Espiritu Santo del
resto, manteniéndose un alto traslape entre Comitan y Espiritu Santo. El porcentaje de la
varianza total explicada por los tres primeros ejes resultd del 10 %. El eje 1 represento el

mayor porcentaje de la varianza explicada con un 3.57
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Figura 11. Analisis Factorial de Correspondencia. Datos corregidos de acuerdo al método
INA. Entre paréntesis se muestra el porcentaje de la varianza explicada por cada eje.
Cerralvo (gris), Km128 (amarillo), Comitan (azul) y Espiritu Santo (blanco).

I1.7.3 Estimaciones de diferenciacion genética (Fsr) y nimero de migrantes (Nm).

El nivel de diferenciacion genética global, es decir incluyendo las poblaciones de
Km128, Comitan y Espiritu Santo, de acuerdo a la estimacion del indice de fijacion Fsr
result6 moderado y similar para ambos conjuntos de datos (correccion ENA y datos
originales). La estimacion del pardmetro Fsy global segin el método ENA, es decir
eliminando los alelos nulos resultdé de 0.073715 (ICgse, = 0.041236 a 0.112133). Para los
datos sin correccion para alelos nulos mostré un valor de 0.0803 (ICyse, = 0.0502 a 0.1176).
Mediante una prueba de jacknife se comprobd que no existen grandes variaciones en la

estimacion global al eliminar la informacion de un locus en cada paso (Tabla XV).
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Tabla XV. Variacion en la estimacion del Fis global. Se muestra el valor de la media y la
desviacion estandar.

Jacknife FST

Sin loc Ashy28 0.0858

sin loc Ashy30 0.0838

sin loc Ashy?2 0.08180
sin loc Ashy22 0.08606
sin loc Ashy18 0.06925
sin loc Ashy8 0.08411
sin loc Ashy15 0.07016
sin loc Ashy9 0.08239
sin loc Ashy19 0.07518
Sin loc Ashy12 0.08496
Media : 0.08018

Desviacion estandar 0.01827

La diferenciacion genética entre pares de poblaciones a partir del calculo del
coeficiente de coancestria Osr tanto para datos con correccion ENA como datos sin
correccion, coincidid en asignar una mayor similitud entre las poblaciones de Espiritu
Santo y Comitan (valores de 0.03817 y 0.02878) que entre las de Comitin y Km128
(valores de 0.09715 y 0.09369). La diferenciacion genética entre Cerralvo y cualquiera de

las poblaciones de A. hyperythra resulto elevada (Tabla XVI).

La prueba de significancia en los valores pareados de Ost de esta prueba mostrd en

todos los casos valores altamente significativos (P<0.001).
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Tabla XVI. Diferenciacion genética entre pares (0st). (a) Conjunto de datos original y (b)
correccion ENA (excluyendo alelos nulos).

a)
Ost Comitan Espiritu Santo Cerralvo
Km128 0.0971 0.1165 0.2586
Comitan -—- 0.0381 0.1657
Espiritu Santo -—- -—- 0.2104
b)
Ost Comitan Espiritu Santo Cerralvo
Km128 0.0936 0.1086 0.2548
Comitan --- 0.0287 0.1693
Espiritu Santo - — 0.2058

La estimaciones del nimero de migrantes Nm por generacion entre pares de
poblaciones asumiendo equilibrio migracion-deriva, resulté en valores mayores entre las
poblaciones de Comitan y Espiritu Santo que entre las de Comitan y Km128 tanto en datos
con la correccion ENA como con los datos originales sin correccion, aunque ligeramente

mayores en el caso de los datos con correccion ENA (Tabla XVII).

Tabla XVII. Numero de migrantes por generacion entre pares de poblaciones.(a) Conjunto
de datos original y (b) correcciéon ENA.

a)
Nm Comitan Espiritu Santo
Km128 2.32 1.89
Comitan -—- 6.3

b)
Nm Comitan Espiritu Santo
Km128 241 2.05
Comitan -—- 8.43
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I1.7.4 Construccion de dendogramas a partir del calculo de distancias genéticas.

El célculo de las distancias genéticas Dcg (Cavalli-Sforza y Edwards 1967) por
pares de poblaciones a partir de datos originales y con correccion INA mostrd valores muy
similares (Tabla XVIII) e indico6 que Kml28 y Comitdn mantienen una mayor
diferenciacion genética que Comitan con respecto a Espiritu Santo. Los valores estimados
resultaron altamente significativos (P<0.001). El dendograma UPGMA agrupé a Km128,
Comitan y Espiritu Santo en un mismo cluster con soporte de bootstrap del 99 %. A su vez
Comitéan y Espiritu Santo se mantuvieron mas cercanos entre si que respecto a Km128 (Fig.

12).

Tabla XVIII. Distancias genéticas Dcg por par de poblaciones. (a) Correccion INA y (b)
datos originales.

a)
Dce Comitan Espiritu Santo Cerralvo
Km128 0.072 0.078 0.090
Comitan -—- 0.051 0.079
Espiritu Santo -—- - 0.090
b)
Dce Comitan Espiritu Santo Cerralvo
Km128 0.081 0.088 0.097
Comitan - 0.065 0.094
Espiritu Santo - - 0.106
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Figura 12. Dendograma UPGMA poblacional. Se muestran los valores de bootstrap para

cada nodo y la escala de la distancia genética.

El dendograma a nivel individual construido a partir del calculo de las distancias de

alelos compartidos Das (Chakraborty y Jin 1993) mostr6 cuatro grupos principales (Fig.

13). Todos los individuos de la poblacion de Cerralvo se mantuvieron en un solo cluster

bien definido y separado del resto por una longitud de la rama mayor (en azul). El segundo

grupo estd formado casi exclusivamente por individuos del Km128 (en verde). Los dos

grupos restantes contienen una mezcla formada principalmente por individuos de Espiritu

Santo y el Comitan.
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Figura 13. Dendograma NJ incluyendo a cada individuo por poblaciéon. Se muestra la

escala de la distancia genética.
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I1.7.5 Estructura genética e inferencia de flujo génico empleando pruebas de

asignacion de individuos.

El analisis sobre la agrupacion de individuos empleando el método Bayesiano de
asignacion en STRUCTURE corrobord la existencia de cuatro grupos 6 poblaciones (K=4).
Todos los individuos colectados en Isla Cerralvo fueron asignados con una alta
probabilidad a su poblacion de origen. En el caso de A. hyperythra los individuos del
Km128 fueron asignados a un tnico grupo. En el caso de las poblaciones de Comitan e isla
Espiritu Santo la mayoria de los individuos fueron asignados con una alta probabilidad a su
poblacion de origen. Sin embargo entre estos dos grupos se detectaron individuos que
fueron clasificados con mayor probabilidad a una poblacion distinta de la que fueron
colectados 6 con la misma probabilidad a dos poblaciones (Fig. 14 y Tabla XIX). Estos
individuos pueden corresponder con migrantes recientes ¢ hijos de migrantes entre las

poblaciones de Comitan y Espiritu Santo.

Se debe mencionar que los resultados no mostraron variaciones importantes en la

probabilidad de asignacion individual segun el modelo asumido entre poblaciones.
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Figura 14. Poblaciones inferidas mediante el analisis en STRUCTURE. Las barras de color
distinto al que corresponde por grupo sefialan a individuos asignados a una
poblacion diferente de la que fueron muestreados.

Tabla XIX. Probabilidad de pertenencia en base a pruebas de asignacion de individuos. Se
muestran los individuos que fueron asignados a una poblacion de origen distinta a la
de colecta 6 con una probabilidad similar de pertenecer a dos poblaciones.

Poblacién Individuo Probabilidad de pertenencia
Comitan
1 0.08 a Comitan y 0.91 a Km128
6 0.44 a Comitan y 0.54 a E. Santo
19 0.36 a Comitan y 0.61 a E. Santo
29 0.53 a Comitan y 0.30 a E. Santo
30 0.67 a Comitan y 0.30 a E. Santo
Espiritu Santo
4 0.78 a E. Santo y 0.20 a Comitan
6 0.76 a E. Santo y 0.22 a Comitan
17 0.48 a E. Santo y 0.50 a Comitan

21 0.22 a E. Santo y 0.76 a Comitan
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I1.8 DISCUSION.

I1.8.1 Rangos alélicos observados entre miembros del complejo A. deppii e incidencia

de Homoplasia.

En las especies y subespecies del complejo A. deppii analizadas en este estudio se
identificaron alelos idénticos en estado. Dada la alta tasa de mutacion en loci microsatélites
y bajo un modelo de mutacion por pasos, SMM, es posible la incidencia de homoplasia.
Estudios sobre la incidencia y nivel de homoplasia dentro y entre especies en varios taxa
han concluido que: a) La homoplasia generalmente resulta mayor entre especies que entre
las poblaciones de una misma especie y es muy rara entre individuos de una misma
poblacion y b) existe una variacion en la cantidad de homoplasia entre loci microsatélites,
lo que puede ser explicado por la variacion en las tasas de mutaciéon y modelos entre
microsatélites (Jarne y Lagoda 1996 y Estoup 2002). Seria importante analizar en estudios
posteriores la incidencia y grado de homoplasia para estos marcadores a través de
secuenciacion directa de microsatélites compuestos 6 interrumpidos (Estoup et al. 1995).
Sin embargo considerando que algunas de las islas del Golfo de California, en las que
habitan los miembros del grupo A. deppii considerados en este estudio, estuvieron
recientemente conectadas con la peninsula (<10, 000 a 15, 000 afios. Carrefio y Belenes
2004) se esperarian niveles muy bajos de homoplasia entre estos taxa, excepto quiza en A.

ceralbensis y A. pictus, habitantes de isla Cerralvo e isla Monserrat respectivamente, pues
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se trata de especies mas divergentes. Asi se predice que los niveles de diferenciacion

genética no serian fuertemente afectados por este factor.

I1.8.2 Variacion genética intrapoblacional.

El nivel de diversidad genética en términos de la heterocigosidad esperada y numero
de alelos en las tres localidades de A. hyperythra y A. ceralbensis mostr6 valores de medios
a altos. En general el mayor nivel de diversidad se detectdo en Comitan, seguido de Espiritu
Santo, Km128 y Cerralvo. Es interesante resaltar que aun bajo el método de rarefaccion
empleado para la estimacion de riqueza alélica, la poblacion de el Comitan mostr6 valores
significativamente mayores que el resto de las poblaciones (Tabla IX y Tabla X). Este
resultado es llamativo ya que refleja el elevado nivel de variacion que existe en esta
poblacion. Se debe recordar ademas que fue en esta poblacion en la que se detecté un alto
numero de alelos intermedios, es decir de alelos que no cumplian con el cambio esperado
en pares de bases segln el tipo de repeticiébn y que aumentaron el nivel de diversidad

genética.

El nivel mas bajo de variacion genética en A. ceralbensis con respecto al detectado
en las poblaciones de A. hyperythra puede deberse a un fendémeno conocido como “sesgo
predeterminado” (por ascertainment bias) (Vowles y Amos 2006, Brandstrom y Ellegren
2008). Durante la fase de caracterizacion de microsatélites en una especie generalmente se
seleccionan los fragmentos mas largos y que muestran mayor evidencia de polimorfismo.

Sin embargo parece que este criterio de seleccion genera un sesgo, ya que no
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necesariamente estos fragmentos resultaran igualmente variables al ser evaluados en una
especie distinta. De acuerdo con Vowles y Amos (2006) este tipo de sesgo resulta muy
comun y opera en relacion a la longitud, pureza y polimorfismo del microsatélite. Aunado a
este factor, los niveles mas bajos de variacion en A. ceralbensis podrian ser atribuidos a que
se trata de una especie que habita una isla oceanica y en teoria con un tamafio efectivo
poblacional reducido y en la cual la deriva genética podria estar jugando un papel
predominante en la pérdida y fijacion de alelos. De hecho ain en un tamafio de muestra
pequefio analizado de A. ceralbensis se encontrdé fijo el locus Ashy22, altamente
polimérfico en el resto de las poblaciones de A. hyperythra analizadas (Tabla 1X). Aunado
a este punto se debe mencionar que en otras especies y subespecies del complejo A. deppii
se encontraron varios loci fijos (Tabla V). Rowe et al. (2002) en base a la caracterizacion y
analisis de ocho microsatélites en 42 individuos de la lagartija Cnemidophorus vanzoi
(Sauria: Teiidae), especie endémica de los islotes Maria Mayor y Maria Menor en las
Antillas, un nivel bajo de heterocigosidad esperada y observada asi como muy pocos alelos
por locus, de dos a cinco. Este punto apoya la prediccion tedrica de que en general
poblaciones insulares mantienen niveles de variacion genética mas bajos dado que
mantienen tamanos efectivos mas reducidos y que fueron originadas a partir de unos pocos

individuos.
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I1.8.3 Déficit de heterocigotos, ; artefacto 0 caracteristica biologica?

En las cuatro poblaciones de estudio se detectd desviaciones al equilibrio de Hardy
Weinberg debido a un déficit de heterocigotos. Los valores de heterocigosidad observada
entre pares de poblaciones no mostraron diferencias significativas. Sin embargo de acuerdo
a la magnitud en la relaciéon de la heterocigosidad observada respecto a la esperada el
déficit de heterocigotos resulté mas pronunciado en el Comitan e isla Espiritu Santo (Tabla

X1y Fig. 9)

El déficit de heterocigotos en poblaciones naturales a menudo se asocia con la
incidencia de endogamia poblacional (Freeland 2005). En este estudio se detectaron valores
altos y significativos de endogamia Fis para A. hyperythra y A. ceralbensis (Tabla XI). Sin
embargo varios estudios han demostrado que se debe ser especialmente cauteloso con la
interpretacion bioldgica en los valores de Fis en poblaciones silvestres cuando se trabaja
con marcadores altamente variables como lo son los microsatélites, ya que una causa
probable del déficit es la incidencia de alelos nulos. El principal problema de alelos nulos
es que pueden generar valores muy elevados de Fis y que raramente resultan compatibles
con el nivel de endogamia esperado en poblaciones silvestres (David et al. 2007) En A.
hyperythra y A. ceralbensis se detectaron no solo niveles muy elevados de endogamia (Fis)
sino también valores altamente variables entre loci al interior de cada poblacion (ej. -0.124
a 0.590 en Comitan y de -0.013 a 0.686 en Espiritu Santo). De acuerdo con Gaffney et al.
(1990) valores de Fjs variables entre loci no deberian ser considerados como una estricta

sefal de endogamia ya que en teoria, y tratandose de loci neutrales, se espera que este
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proceso afecte el nivel de heterocigosidad observada en todos los loci, por lo que entonces
se esperaria observar niveles de Fis igualmente distribuidos entre loci. Asi con estas
evidencias se apoyo la hipotesis sobre un déficit de heterocigotos exacerbado quiza por la
incidencia de alelos nulos. En un estudio posterior, durante el cual se mantendrda en
cautividad parejas de A. hyperythra para su reproduccion, se constatara de forma directa la
incidencia de este tipo de artefactos a partir del analisis de herencia mendeliana de estos
marcadores en familias, evaluando los genotipos parentales y las posibles distorsiones en la

progenie.

Sin embargo, el entrecruzamiento entre parientes cercanos e incidencia de
endogamia en A. hyperythra no seria un evento raro. Al respecto Karasov y Anderson
(1984) sugirieron que A. hyperythra es una especie que se mueve poco y que tiende a
mantener cierta fidelidad a un territorio pequefio. En un andlisis preliminar (datos no
mostrados) se analizd un efecto de aislamiento por distancia a pequefia escala y
considerando solo los individuos colectados en el Comitan con el objetivo de determinar si
individuos geograficamente mas proximos entre si resultan genéticamente mas similares
que respecto a individuos geograficamente mas distantes. Este estudio mostré en 31
individuos analizados un patrén de aislamiento por distancia casi significativo (P=0.056).
Bajo el supuesto de que la informacion sobre movimiento de la especie, y ya que no existen
estimaciones directas sobre dispersion, pudiera ser considerada como una senal de que la
especie dispersa poco y mantiene fidelidad a un territorio pequefo y con la informacion
preeliminar de un efecto de aislamiento por distancia ain en escala pequena, se podria

plantear la hipotesis sobre la incidencia de cierto nivel de endogamia.
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Por otra parte, el analisis sobre la variacion espacial y temporal en muestras
colectadas en el Comitan mostrd que aun al fraccionar el total de la muestra en submuestras
que contienen individuos pertenecientes a un mismo afio de colecta 6 zona de captura,
existen valores elevados y altamente significativos de endogamia Fjs. Por otra parte el valor
de Fgst entre submuestras colectadas en afios distintos 6 a uno y otro lado de la carretera en
el Comitan mostro valores significativamente distintos de cero (Tabla XIV). En conjunto
estos resultados sugieren que el déficit de heterocigotos en Comitan podria ademas estar

relacionado con un Wahlund.

Otro factor a considerar y que podria exacerbar la diferencia entre el nivel de
heterocigosidad esperado y observado en las poblaciones analizadas de A. hyperythra y A.
ceralbensis es la posible captura de individuos altamente emparentados. Otros trabajos han
relacionado la incidencia de valores altos y variables de endogamia Fjg entre loci como un
efecto de la captura de grupos familiares (ej. Castric et al. 2002). En este estudio el calculo
del coeficiente de parentesco, rxy, entre par de individuos al interior de cada poblacion
mostro en cada caso una media y una varianza no significativamente mayor a lo esperado
bajo la hipotesis nula de no parentesco (P>0.05) por lo que con la informacién obtenida en
este estudio no existe evidencia que pueda relacionar el déficit de heterocigotos como una
consecuencia de la captura de unos pocos grupos familiares. Sin embargo dado el tamafo

de muestra se podria carecer del poder estadistico suficiente como para detectar este efecto.
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I1.8.4 Diferenciacion y distancia genética entre poblaciones de A. hyperythra.

El valor en la estimacion de diferenciacion Fgsr global para A. hyperythra resulto de
0.080. Este valor coincide con un nivel de diferenciacion genética de bajo a moderado
segun la interpretacion tipica para los valores de Fst y que se basan en estimaciones para
alozimas (Tabla VI). Sin embargo este valor podria corresponder con un nivel de
diferenciacion genética mayor debido a que se la variacion genética en microsatélites es

mucho mayor a los niveles comunmente detectados para alozimas (Hedrick 1999).

Contrario a lo esperado las poblaciones del Comitan e isla Espiritu Santo resultaron
significativamente menos diferenciadas que por ejemplo el Comitan con respecto a la
poblacion del Km128 (tabla XVI). La mayor similitud genética entre las poblaciones de
Comitan y Espiritu Santo fue apoyada también por los valores en las distancias genéticas

Dce (Tabla XVIII y Fig.12).

La mayor diferenciacion genética entre Comitan y la poblacion del Km128 en
relacion al nivel de diferenciacion detectado entre Comitan e isla Espiritu Santo podria
sugerir un efecto del aislamiento por distancia entre poblaciones peninsulares de A.
hyperythra, en el que poblaciones geograficamente mas lejanas resultarian genéticamente
mas distintas que poblaciones geograficamente mas cercanas entre si. Este punto puede ser
apoyado por la distancia geografica que separada ambas poblaciones, aproximadamente

100 km, y quiza una baja dispersion en la especie.
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Por otro lado, el nivel de diferenciacion genética entre cualquiera de las
subpoblaciones de A. hyperythra con respecto a A. ceralbensis resulto elevada y
corresponde con el grado de diferenciacion genética que podria ser esperado observar al

tratarse de dos especies historicamente aisladas (Radtkey et al. 1997 y Reeder et al. 2002).

I1.8.5 Efecto de la incidencia de alelos nulos sobre el nivel de diferenciacion y

distancias genéticas.

En el presente trabajo los valores de Fsr global en A. hyperythra y Ost entre pares de
poblaciones incluyendo a A. ceralbensis a partir de los datos originales sin correccion para
alelos nulos resultaron solo ligeramente mayor al valor calculado a partir del método ENA
(excluyendo a los alelos nulos). Ej el indice Fst aument6 0.006 y Ost aumento6 0.009, entre
las poblaciones de Comitan y E. Santo). A su vez las distancias genéticas Dcg calculadas
con los datos originales mostraron un valor s6lo ligeramente mayor al valor obtenido con la
correccion INA (incluyendo los alelos nulos), por ejemplo entre las poblaciones de
Comitan y Espiritu Santo Dcg aumentd 0.01. Asi los loci analizados sin correccion para
alelos nulos generaron s6lo un pequefio sesgo en comparacion con los resultados generados

a partir de los métodos de correccion.

Varios estudios han sugerido que la incidencia de alelos nulos en loci microsatélite
puede afectar las estimaciones de diferenciacion poblacional mediante la reduccion de la

diversidad genética intrapoblacional, ya que los valores de Fsr y distancias genéticas
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generalmente aumentan conforme disminuye la diversidad genética (Paetkau y Atrobeck
1995, Slatkin 1995, Paetkau et al. 1997). Sin embargo recientemente Chapuis y Estoup
(2007) y Carlsson (2008) mostraron que Fsr presenta solo una sobreestimacion moderada
por la incidencia de alelos nulos (Fsr aument6 entre 0.003 y 0.004) en presencia de niveles
elevados de diferenciacion genética. Nuestros resultados confirman este punto y
argumentamos un bajo efecto de los alelos nulos en los microsatélites caracterizados en A.

hyperythra en este tipo de estimaciones.

I1.8.6 Inferencia de flujo génico entre poblaciones de A. hyperythra.

El moderado nivel de diferenciacion genética entre Comitan y Espiritu Santo se vio
reflejado también por un mayor nimero de migrantes por generacion (Nm = 8.43) entre
ambas poblaciones en comparacion con el nimero de migrantes detectados por ejemplo
entre Comitan y Km128 (Nm =2.41). En teoria se espera que cuando Nm>4 el efecto del
flujo génico sobrepasa el efecto de la deriva genética y las poblaciones resultan
efectivamente panmicticas. En contraste cuando Nm <1, el efecto de la deriva genética
sobrepasa el efecto del flujo génico y se desarrolla una fuerte diferenciacion entre
poblaciones (Kimura y Weiss 1964). Sin embargo dado el continio debate acerca de los
problemas asociados con la estimacion del nivel de flujo génico a partir de esta
aproximacion ya que en poblaciones silvestres muchos de los supuestos a este modelo no se
cumplen (Hutchison y Templeton 1999, Whitlock y McCauley 1999), estos valores deben

ser tomados con cierta precaucion y se considerados quizé solo como sefial de que en
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general podria existir un mayor nimero de migrantes por cada generacion entre la

poblacion de Espiritu Santo y el Comitan, que entre el Comitan y la poblacién del Km128.

El analisis de asignacion de individuos en STRUCTURE corrobor6 la estructura
poblacional previamente inferida, es decir los individuos de A. ceralbensis bien
diferenciados del resto y agrupados en una tnica poblacion. En A. hyperythra se observo
un patréon de agrupacion muy similar al detectado por ejemplo en el dendograma de
distancias individuales Dpas. Los individuos de la poblacion del Km128 se mantuvieron
como un grupo bien diferenciado respecto a las de Comitan y Espiritu Santo. Por otra parte,
la mayoria de los individuos colectados en El Comitan y Espiritu Santo fueron asignados
con una alta probabilidad a su poblacion de origen, sin embargo también se detectaron
algunos individuos cuyo genoma se asocia con mayor probabilidad a otra poblacion distinta
a la de origen de colecta. Estos individuos pueden representar migrantes recientes entre las
poblaciones de Comitan y Espiritu Santo. Asi, pese a los inconvenientes en la estimacion de
migracion entre poblaciones a partir del calculo del nimero de migrantes (Nm) e inferencia
a partir de distancias individuales Das, queda claro en cualquier caso la baja diferenciacion
entre ambas poblaciones (Comitan y Espiritu Santo) y que ambas mantienen actualmente o
han mantenido hasta recientemente, cierto nivel de flujo génico. Por otro lado el flujo
génico es claramente es menor entre las poblaciones de Comitan y Km128, quizd como un
efecto de asilamiento por distancia entre poblaciones peninsulares de A. hyperythra. El
nivel de flujo génico entre poblaciones depende de la capacidad en la distancia de
dispersion de la especie y de las densidades de poblacion. Al respecto A. hyperythra parece

ser una especie que se mueve relativamente poco (Anderson y Karasov 1981), lo que podria
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explicar el patron de diferenciacion y flujo entre las poblaciones de Comitan y Km128 al
ser dos localidades separadas por una distancia geografica considerable, aproximadamente

100 km.

I1.8.7 Flujo génico entre Espiritu Santo y Comitan, ;Efecto reciente a causa de

actividades humanas y climatologicas?

La incidencia de flujo génico reciente entre las poblaciones el Comitan e isla
Espiritu Santo podria ser una consecuencia de factores climatoldgicos ¢ actividades

humanas.

En reptiles que habitan sistemas insulares cercanamente conectados a continente o
con una distancia de separacion baja entre islas ha sido demostrada la dispersion de
individuos a través del agua durante huracanes 6 tormentas tropicales. Varios trabajos con
Anolis sagrei, habitante endémico de las Islas Bahamas, han demostrado que este tipo de
eventos climatoldgicos han jugado un papel muy importante en la demografia de esta
especie a través del transporte de huevos 6 individuos entre islas cercanas (Spiller et al.
1998 y Schoener et al. 2000). Este tipo de dispersion ha sido sugerido también entre
miembros del complejo A. deppii que habitan en islas del Golfo de California (Grismer

2002).
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La ubicacion geografica de la Isla Espiritu Santo y su cercania con el del Comitan
sugiere una mayor probabilidad de dispersion de individuos entre estas dos poblaciones que
por ejemplo entre las localidades de Espiritu Santo y Km128, ambas separadas por una

distancia mucho mayor y por la Sierra de la Giganta como una barrera adicional.

Por otro lado se debe considerar la incidencia de flujo génico entre puntos cercanos
en la peninsula a esta isla (en este caso el Comitan por ejemplo) e isla Espiritu Santo como
una consecuencia de actividades humanas. Espiritu Santo es un Parque Nacional en el que
se da un continto flujo de visitantes y actividades turisticas. El traslado de lagartijas entre
ambos puntos en las embarcaciones utilizadas para estas actividades no seria un evento

raro.

I1.8.8 Implicaciones taxonémicas y de Conservacion

En resumen los resultados generados en este trabajo demuestran la cercana relacion
entre la poblacion de isla Espiritu Santo y el Comitan y la incidencia de flujo genético
actual entre ambas localidades. Otros estudios genéticos empleando citocromo b y
morfologicos en A. hyperythra han sugerido la cercana relacion entre Espiritu Santo y
poblaciones peninsulares cercanas a esta isla (Radkey et al. 1997). Asi, con este estudio se
podria confirmar que el taxén en Espiritu Santo representa en realidad una misma especie
que A. hyperythra peninsular por lo que se sugiere sostener la clasificacion previa a Grimer
(1999), es decir mantener al taxoén de isla Espiritu Santo como una subespecie de A.

hyperythra peninsular (A. h. espiritensis). En otros grupos de organismos que habitan isla
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Espiritu Santo ha sido demostrada también la escasa o practicamente nula diferenciacion
genética con respecto a poblaciones peninsulares cercanas a esta isla (ej. Alvarez-Catafieda

2007).

Finalmente, el desarrollo de marcadores microsatélite para A. hyperythra en este
trabajo de tesis ha demostrado ser una herramienta muy util para el estudio de pardmetros
poblacionales basicos como lo son la variacion y diferenciacién genética poblacional y que
resultan de vital importancia en aspectos de conservacion. Aunado a la estimacion de estos
parametros se generd una primera aproximacion sobre la incidencia de flujo génico actual
entre dos localidades peninsulares y una insular. El patron detectado sugiere por una parte
que factores como la distancia geografica podria jugar un papel importante en la
diferenciacion de poblaciones en la peninsula por lo que estudios complementarios serian
requeridos para identificar la incidencia de Unidades Evolutivas Significativas. Por otra
parte la evidencia de flujo genético actual entre poblaciones peninsulares e insulares entre
lo que se creia especies distintas demuestra la necesidad de realizar estudios que
esclarezcan las relaciones genéticas y patrones de diferenciacion entre los taxa insulares del
complejo A. deppii con respecto a A. hyperythra peninsular e identificar si el resto de las
especies insulares sensu Grismer (1999) deben ser sostenidas en el rango taxondémico de

especie.
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CONCLUSIONES GENERALES.

El éxito global en el enriquecimiento generado durante la construccion de la libreria
genomica para A. hyperythra resulté moderado y similar al reportado en trabajos
que emplean metodologias similares.

El éxito en el enriquecimiento por sonda empleada resulto variable y mayor para la
sonda de GT, lo que puede ser explicado a partir de la mayor abundancia de este
tipo de repeticiones en el genoma de vertebrados en comparacion con CT.

Los 10 pares de cebadores aislados y caracterizados en A. hyperythra mostraron ser
funcionales en un amplio rango de distribucion de la especie en Baja California Sur
y ademads resultaron funcionales y polimorficos en taxa insulares del complejo A.
deppii, lo que apoya su funcionalidad en estudios futuros.

El nivel de diversidad genética en términos del numero de alelos, riqueza alélica y
heterocigosidad esperada en A. hyperythra resultd consistentemente mayor que el
detectado en A. ceralbensis y en la peninsula fue mayor para la poblacion del
Comitan.

En las cuatro localidades de estudio se detectaron desviaciones al equilibrio de
Hardy-Weinberg debido a un déficit de heterocigotos.

Se detectaron valores de endogamia elevados y altamente variables entre loci para
las cuatro poblaciones. El posterior andlisis sobre la distribuciéon observada de
homocigotos por clase de tamafio en cada loci sugirid que este déficit debe estar
principalmente relacionados con la incidencia de alelos nulos y no una elevada

consanguinidad.
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Contrario a lo esperado se encontré una menor diferenciacion y distancia genética
entre las poblaciones de El Comitan e isla Espiritu Santo, que entre las poblaciones
peninsulares de El Comitan y Km128.

El nivel de diferenciacion genética entre A. ceralbensis y cualquiera de las
poblaciones de A. hyperythra resulto elevado y acorde con lo esperado.

Las pruebas de asignacion de individuos y el célculo del nimero de migrantes
sugirieron una mayor incidencia de flujo génico entre las poblaciones de El Comitan
y Espiritu Santo.

El grado de diferenciacion y la evidencia de posible flujo reciente entre estas dos
localidades apoya la hipotesis de un tiempo de separacion reciente aunado a la
dispersion de individuos a través del agua durante eventos climatoldgicos 6 como
consecuencia de actividades humanas.

Finalmente la moderada diferenciacion entre las poblaciones de Espiritu Santo y
Comitan detectada en este estudio podria no sostener la inclusion del taxa insular en

Espiritu Santo en un rango de especie como lo proponia Grismer (1999).
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ANEXO1

Datos de colecta de los individuos de A. hyperythra empleados en la construccion de
la libreria gendémica enriquecida.

Clave Sexo Longitud (LCC) Localidad muestreo

interna

ANC-2 macho 60 El ancon

ANC-3 macho 62 El ancon

ANC-4 macho 60 El ancon

CON-2 hembra 45 El conejo

CON-+4 macho 50 El conejo

CON-3 macho 48 El conejo

ET-2 macho 65 El triunfo

IHU-1 juvenil 45 Presa Thuazil

[HU-2 hembra 47 Presa Thuazil

I[HU-3 macho 60 Presa Thuazil

INS-3 hembra 56 Km 20 carr Insurgentes-Loreto
K23-1 macho 66 K23 carretera Sanjuan d la Costa
K23-2 macho 64 K23 carretera Sanjuédn d la Costa
K23-3 hembra 60 K23 carretera Sanjuan d la Costa
K23-4 macho 60 K23 carretera Sanjuan d la Costa
K23-5 macho 65 K23 carretera Sanjuan d la Costa
K46-3 juvenil 43 K46 carretera Sanjuan d la Costa
LOM-1 hembra 53 Loma amarilla

PSM-3 macho 55 Planes Santa Marta

PUR-1 hembra 49 La purisima

PUR-2 macho 58 La purisima

SCA-5 macho 56 San Carlos

TECO-1 juvenil 44 El tecolote

TECO-2 hembra 55 El tecolote

TECO-3 hembra 60 El tecolote




ANEXO 2

Ashy12 (D), Ashy15 (E), Ashy18 (F), Ashy19 (G), Ashy22 (H), Ashy28 (I), Ashy30 (J).

Frecuencias alélicas por locus y poblacion: Ashy2 (A), Ashy8 (B), Ashy9 (C),
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