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RESUMEN

Anolis uniformis es la especie de lagartija mas abundante en la region de los
Tuxtlas. Se cree que se encuentra afectada en gran medida por la fragmentacion,
especialmente las poblaciones que habitan fragmentos pequefios (1-10 ha). Tiene
un alto arraigo a zonas de selva no alteradas, una baja movilidad y por lo tanto
baja probabilidad de migracién y flujo genético entre fragmentos. Este trabajo
pretende detectar los efectos de la fragmentacion de la selva en A. uniformis por
medio de secuencias mitocondriales y microsatélites. Se secuenciaron 41
muestras para el gen mitocondrial ND4 y se detectaron 13 haplotipos
observandose un bajo nivel de diversidad haplotipica (h = 0.504) y nucleotidica (x
= 0.001). En cuanto a microsatélites, se probaron todos los primers reportados en
la literatura para el género Anolis (14 en total); de éstos, sdélo la mitad amplifico
exitosamente para la especie. Para registrar el numero de alelos por locus y por
poblacién se corrieron geles de poliacrilamida al 6 y al 8% (desnaturalizados y no
desnaturalizados), tefiidos con nitrato de plata. Se usaron 270 muestras en total y
de los siete microsatélites que amplificaron exitosamente, dos fueron
monomorficos y el resto polimérficos. El porcentaje de loci polimorficos fue de
71%, el namero promedio de alelos por locus polimorfico fue 2.4 y la
heterocigosidad (HE) promedio fue de 0.330. De acuerdo con el analisis de
estructura poblacional AMOVA, no hay variacion entre las poblaciones (Fst de 0).
Debido a la escasez de alelos se cree que es posible que haya existido una
pérdida acelerada de diversidad alélica pero no de heterocigosidad. La mayoria de
los microsatélites tienen soélo dos alelos para todas las poblaciones y todavia no es
evidente el efecto de la fragmentacion. Es probable que los aproximadamente 40
aflos de fragmentacion en la zona aun no sean suficientes como para revelar
graves problemas de diversidad genética en las poblaciones de A. uniformis.
Estudios recientes han documentado la presencia de esta especie solo en
fragmentos de selva. No se ha registrado su presencia en potreros o pastizales
que representan una barrera evitando asi el flujo génico. Si las poblaciones
pequefias permanecen aisladas por mas generaciones es probable que la

variacion genética se reduzca y la accion de la deriva génica sea mas severa.



ABSTRACT

Anolis uniformis is the most abundant lizard species in the rain forest at Los
Tuxtlas and appears to be threatened by habitat fragmentation, especially in small
isolated populations (1-10 ha). This species is kin to healthy and not disturb areas,
and has limited dispersal capabilities due to low mobility, therefore with less
possibilities of migration and gene flow. This paper aims to detect the effects of
forest fragmentation in A. uniformis through mitochondrial sequences and
microsatellites. Forty-one samples of ND4 mitochondrial gene were sequenced
and 13 haplotypes were detected showing low levels of haplotype (h = 0.504) and
nucleotide diversity (z = 0.001). As for microsatellites, were tested all primers
reported in literature for the genus Anolis (14 total); only half successfully worked
for the species. To record the number of alleles per locus and population we used
6 and 8% acrylamide gels and silver staining. Of the 270 individuals genotyped and
of the seven microsatellite that successfully amplified, two of them were
monomorphic and five polymorphic. The percentage of polymorphic loci was 71%,
the average number of alleles by polymorphic locus was 2.4 and the mean
heterocigosity (HE) was 0.330. Analysis of molecular variance (AMOVA) showed
that there is no variation among populations (Fst = 0). The lack of alleles indicates
that it is possible that the population suffered an accelerated loss of allelic diversity,
without heterozygosity loss. Most of microsatellites have only two alleles for all
populations and the effect of fragmentation is not yet clear. It is likely that the
approximated 40 years of fragmentation in the area are not enough to reveal
serious problems of genetic diversity in the populations of A. uniformis. Recent
studies have documented the presence of this species only in forest fragments.
There are no records of A. uniformis in pastures or grasslands that represent a
geographic barrier avoiding gene flow between isolated populations. If small
isolated populations stay within the fragments for several more generations, we

expect a reduction of genetic variation and genetic drift will be more severe.



1. INTRODUCCION

1.1 Fragmentacion de la selva

La expansidon de uso de tierra que acompafia el crecimiento de las
poblaciones humanas resulta en la fragmentacién del habitat. La fragmentacion es
un proceso de modificacibn o pérdida del habitat que produce pequefios
remanentes de vegetacion aislados en un paisaje de agricultura, urbanizacién y
otras formas de disturbio (Wilcox y Murphy, 1985). Como consecuencia de la
fragmentacion estan la pérdida y cambio en la configuracion del habitat (Villard et
al., 1999). La destruccion y fragmentacion del hébitat es uno de los problemas
mas graves de conservacion ya que es la que contribuye mas a extinciones
recientes y futuras (Henle et al., 2004).

El proceso de fragmentacion no es al azar. Las &reas accesibles, de
topografia poco accidentada y con alta productividad son las primeras en ser
alteradas para utilizar la tierra en agricultura, ganaderia, asentamientos humanos
0 extraccion forestal (Burgman y Lindenmayer, 1998). Los fragmentos creados
difieren del habitat continuo original en cuatro aspectos importantes: menor
tamarfo, mayor superficie de borde, proximidad del centro a los bordes y su origen.

La deforestacion y en consecuencia la fragmentacion es evidente en la
Sierra de los Tuxtlas. ElI continuo de vegetacion que ocupaba gran parte del
macizo montafioso de la region se esta convirtiendo en pequefos fragmentos de
vegetacion, en su mayoria pastizales dedicados a la ganaderia (Dirzo, 1991).

En el estado de Veracruz con un area de 7.28 millones de ha, los pastizales
se han extendido desde 1940 a los 90’s de 1.6 a 4.5 millones de ha (Barrera-
Bassols, 1992); esto es, del 21% al 61% del total superficial del estado (Fig. 1.1).

Actualmente, los fragmentos de selva tienen una extension variable y estan



inmersos en una matriz de potreros. Al menos los predios que se encuentran
alrededor de la Estacion de Biologia Los Tuxtlas de la UNAM, tienen de 1 a 40
afos de haber sido abiertos, pero el promedio es de mas de 20 afios (Barrera-

Laez, 1995).
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Fig. 1.1 Secuencia de imagenes de la cobertura de vegetacion en la parte norte de Los
Tuxtlas, A) 1967, B) 1976 y C) 1986, tomada de Dirzo y Garcia (1992).

1.2 Impacto de la fragmentacion del habitat a nivel ecolégico y genético
Existen varios estudios del impacto de la fragmentacion en especies muy
méviles, como son aves y mamiferos. Sin embargo, estudios sobre efectos de la

fragmentacion en seres poco vagiles, como son anfibios y reptiles, son muy



escasos. De acuerdo con Mac Nally y Brown (2001), el interés sobre el impacto de
la fragmentacion del hébitat, especialmente en biodiversidad, ha ido en aumento y
se refleja en el rapido crecimiento de la literatura. Por ejemplo, en la base de datos
bibliografica Current Contents y Biological Abstracts hasta el 2008 fueron
obtenidas 1336 citas sobre el tema. En esta base se detect6 una gran cantidad de
reportes de impacto de la fragmentacién, de los cuales 347 fueron para aves, 325
para mamiferos, 45 para anfibios, 40 para peces y 35 para reptiles. Esto destaca
la importancia de incrementar el conocimiento del efecto de la fragmentacion del
hébitat en este ultimo grupo.

Laurence et al. (2002), como resultado de un proyecto relacionado con la
fragmentacion del Amazonas, sefialan que, tal como se esperaba, la riqueza de
especies esta correlacionada positivamente con el tamafio del fragmento. Asi, los
fragmentos pequefios contienen menor numero de especies y menor diversidad de
habitat que los fragmentos grandes (Wilcox y Murphy, 1985; Haila et al., 1993).
Ademas, las zonas intactas contienen mucho mas especies por unidad de area
gue los fragmentos. También sugieren que la pérdida de especies difiere entre
fragmentos; es decir, una vez aislados, los fragmentos pequefios inicialmente
pierden especies a un ritmo mas acelerado que los fragmentos grandes.

Algunas de las variables importantes que pueden influenciar las tasas de
dispersién, persistencia y estabilidad de las poblaciones incluyen el nimero de
fragmentos, su tamarfio y configuracién espacial (Ebenhard 1991; Hansson, 1991;
Wu et al.,, 1993; Peacock y Smith, 1997). El tamafio de un fragmento y su
aislamiento de otras areas naturales tiene una fuerte influencia en los procesos

ecoldgicos que ocurren dentro de esa area, incluyendo impacto en el tamafio de la



poblacién, composicion de la comunidad, inmigracion y emigracion (Collinge,
1996).

El mantenimiento de la diversidad local en ciertos paisajes depende en gran
medida de la vagilidad de las especies, determinada por la capacidad de sus
individuos para moverse entre habitats aislados (Forman y Gordon, 1986; Turnrer,
1989; Guevera y Laborde 1993). El efecto de la fragmentacibn en especies
dinamicas depende de la naturaleza de la fragmentacién y de las caracteristicas
de historias de vida de las especies en cuestion (Wilcox y Murphy, 1985; Gilpin y
Soulé, 1986; Soulé, 1986; Gilpin y Hanski, 1991; Wu y Levins, 1993; Lacy y
Lindenmayer, 1995; Peacock y Smith, 1997). La fragmentacion del habitat puede
guebrantar la dinAmica de poblaciones naturales y afectar a los organismos
subdividiendo las poblaciones (Harris, 1984; Gilpin y Hanski, 1991; Mech y Hallett,
2001), reduciendo la dispersién y el flujo genético, y asi promover la endogamia,
reduccion en el tamafo efectivo de la poblacion y pérdida de variabilidad genética
(Gilpin, 1991; Hasting and Harrison, 1994; Lacy y Lindenmayer, 1995; Peacock y
Smith, 1997). La disminucion de la variacién genética entre poblaciones reduce la
oportunidad de respuestas adaptativas a la variacion de condiciones locales; la
pérdida de variacion genética dentro de las poblaciones también reduce la
oportunidad de adaptacion pero ademas puede resultar en baja reproduccion o
supervivencia y por lo tanto reducir la viabilidad de la poblacion (Madsen et al.,

1996).

1.3 Efectos de la fragmentacion del hébitat en reptiles
Berry et al. (2005) evaluaron el efecto de la matriz de vegetacion en la

dispersion de una lagartija, el eslizén Oligosoma grande, al sur de Nueva Zelanda.



Combinaron datos demogréficos con datos moleculares derivados de
microsatélites para investigar la conectividad entre las poblaciones de esta
especie en diferentes matrices de vegetacion como pastizal nativo y pastizal
exotico. Las poblaciones en pastizal exoético tuvieron una mayor estructura
poblacional (Fst 0.097 + 0.0006 SE; significativamente diferente de cero
P<0.0002) y menor variacion genética que las poblaciones en pastizal nativo,
implicando menos dispersion entre las poblaciones de pastizal exético. La prueba
basada en Fst detectd dispersion significativa sesgada en las hembras en los
pastizales nativos (Fst machos 0.089; Fst hembras 0.006, P=0.002) pero no en los
pastizales exoticos (Fst machos 0.069; Fst hembras 0.113, P=0.23).

Los cambios en los patrones de dispersién también puede afectar algunos
procesos importantes dentro de las poblaciones como los sistemas de
apareamiento y la estructura social del grupo (e.g., Stow y Sunnucks, 2004).
Sumner (2005) observé que la fragmentacion del habitat ha tenido efectos en los
patrones de dispersion de la lagartija Gnypetoscincus queenslandiae. Por medio
de microsatélites desarroll6 analisis de parentesco en fragmentos y zonas
continuas en el bosque tropical al noreste de Australia. Contrario a lo que se
esperaba, detectd un bajo nivel de parentesco entre las poblaciones fragmentadas
en comparacion con las poblaciones de zonas continuas. Sin embargo, el patron
de parentesco genético entre sexos indicO dispersion de los machos en las
poblaciones fragmentadas y en zonas continuas. Por otro lado, las hembras
estuvieron mas relacionadas con otras hembras en zonas fragmentadas pero no
en zonas continuas, lo que sugiere una disminucién en la dispersion de hembras

entre fragmentos. También se enfatiz6 que sin la creacion de corredores que



permitan la dispersion de los individuos entre las poblaciones, mas la baja
diversidad alélica detectada, conllevara a una erosion genética con el tiempo.

Hoehn et al. (2007) evaluaron los efectos de la fragmentacion con respecto
a la especificidad o generalidad al habitat y la capacidad de dispersion de los
organismos. Desde 1900 cerca del 93% de la vegetacién original ha sido
eliminada y reemplazada por zonas de cultivo. La vegetacion remanente esta
distribuida en cientos de parches de diferente tamafio. El estudio se enfocé en dos
especies de geckos (Oedura reticulata y Gehyra variegata) en zonas
fragmentadas y en zonas continuas al oeste de Australia. Estas especies son
simpatridas, pero O. reticulata es especialista y exclusivamente arbdrea; en
cambio G. variegata es generalista encontrandose en arboles, arbustos, troncos y
rocas. Usaron microsatélites para comparar la estructura genética y tasas de
dispersion. Los resultados mostraron que estas dos especies presentan diferentes
niveles de persistencia en las zonas fragmentadas. Gehyra variegata se dispersa
mas facilmente que O. reticulata, y por eso, la estructura genética de esta especie
fue significativamente mas alta (Fst 0.041-0.163; P<0.01) que la de G. variegata
(Fst 0.007-0.081). Este estudio ayuddé a demostrar que la dispersion y la
especializacién al habitat son factores criticos en la persistencia de ciertas
especies en zonas fragmentadas.

Los resultados obtenidos en estos estudios son similares: la fragmentacion
del habitat evita el intercambio genético entre las poblaciones locales (reduciendo
la dispersion y el flujo genético), asi se promueven los apareamientos
consanguineos y se reduce el tamafio efectivo de la poblacion produciéndose la
pérdida de variabilidad genética. La mayoria de los trabajos sobre el impacto de la

fragmentacion del habitat en reptiles se han desarrollado con marcadores



moleculares neutrales como microsatélites (e.g., Stow et al., 2001: Stow y Briscoe,

2005) pero también con otros marcadores como DNA mitocondrial (e.g., Sarre,

1995; Driscoll y Hardy, 2005) (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Estudios del impacto de la fragmentacion del habitat en reptiles con marcadores
moleculares como DNA mitocondrial y microsatélites.

Aros | Tamatio
. . desde la Marcadores Efectos .
Especie Localidad fragmenta de los moleculares Encontrados Referencia
- Fragmen
cién
tos
Pérdida de
haplotipos raros
Oedura Kellerberrin, DNAmt por deriva génica,
reticulata Australia 60-85 0.25-5.4 (RFLP’s) tendencia a la Sarre, 1995
fijacién de un
haplotipo
No se detecto
reduccion .
Amphibolurus N?/\\//valsec;uth 35 Secuencias significativa en Dli:z(r:c?" y
nobbi Australa DNAmt diversidad 008
haplotipica entre
las poblaciones
Decremento del
Gnypetoscincus | Queensland . . tamafio efegtivo Sumner et
) o 50-80 2-65 Microsatélites de la poblacion;
gueenslandiae Australia disminucion de la al., 2004
diversidad alélica
Dispersion difiere
entre machos y
Gnypetoscincus | Queensland, ’ _ . . hembras; Sumner,
gueenslandiae Australia 50-80 2-65 Microsatélites decremento de 2005
dispersion en
hembras.
. New South o Stow y
curlfrslgi?lmr:gmi Wales, 70 Microsatélites div:rzirg;ddaa?éelica Briscoe,
9 Australia 2005
Diferenciacion
Oedura Kellerberrin poblacional; G.
reticulata y rminy . - variegata se Hoehn et
Trayning, 90 0.3-5.4 | Microsatélites . s
Gehyra Australia dispersa mas facil al., 2007
variegata y frrecuentemente

gue O. reticulata




1.4 Técnicas genéticas y marcadores moleculares

Las técnicas genéticas han sido usadas para examinar a pequefia escala
las diferencias en la estructura de la poblacién (Bowen, 1982) y a gran escala la
fragmentacion del habitat (e.g., Gaines et al., 1997; Mech y Hallett, 2001).

El analisis de secuencias de DNA entre especies puede proveer
informacion acerca de las relaciones filogenéticas, y dentro de una especie puede
proporcionar informacién sobre filogeografia, estructura e historia de la poblacion
(Avise, 1994; Glenn et al., 2002).

Un marcador genético es un caracter medible y que se hereda de forma
mendeliana. Tradicionalmente se contraponen los marcadores morfologicos (color,
forma, etc) a los marcadores moleculares (diferencias de DNA) y a los bioquimicos
(isoenzimas, proteinas, metabolitos secundarios como terpenos, etc). El nimero
de marcadores moleculares de DNA que se pueden desarrollar es practicamente
ilimitado, siendo ademas independientes del estado de desarrollo o del érgano

analizado (Tagu y Moussard, 2006).

1.4.1 DNA mitocondrial

El DNA mitocondrial (DNAmt) es una porcion del genoma especialmente util
para mostrar herencia uniparental, en la que las caracteristicas pasan de un
progenitor (madre) a sus descendientes (Klug y Cummings, 1999), y asi, revela
patrones de filopatria y diferenciaciébn poblacional (Avise, 1994; Moore, 1995;
Parker et al., 1998; Glenn et al., 2002). Ha sido usado ampliamente en estudios de
poblaciones de varios grupos taxonémicos (Avise, 1994; Dessauer et al., 2002).
En reptiles ha sido usado en analisis filogenéticos (e.g., Reeder, 2003; Gifford et

al., 2004; Scott et al., 2004; Keogh et al., 2005; Zarza et al., 2007), sobre todo en



estudios que involucran aspectos filogenéticos y su aprovechamiento para la
conservacion de especies (e.g., Keogh et al., 2003). Sin embargo, existen pocos
trabajos en los que se utiice DNAmt para conocer los efectos que tiene la
fragmentacion en la estructura genética de una poblacion o especie (e.g.,

Cunningham y Moritz, 1998).

1.4.2 Microsatélites

Los marcadores moleculares neutrales han sido empleados en estudios de
especies amenazadas para analizar la estructura de la poblacion y flujo genético y
para asignar niveles de diversidad alélica dentro de las poblaciones (Moritz, 1994;
Avise y Hamricj, 1996; Smith y Wayne, 1996; Sherwin y Moritz, 2000). Uno de los
marcadores moleculares que se ha convertido en una herramienta de gran
importancia en estudios de genética de poblaciones, conservacion y manejo de
especies en peligro de extincidon son los microsatélites (Scribner y Pearce, 2000;
Gonzalez, 2003).

Los microsatélites o SSRs (Simple Sequence Repeats) son secuencias
cortas de DNA, de 1 a 6 nucleétidos, repetidas cierto nimero de veces y que se
encuentran esparcidos por todo el genoma de organismos eucariontes (Tautz,
1989). La abundancia, distribuciéon uniforme y alto polimorfismo hacen que estos
marcadores sean de gran utilidad en genética de poblaciones y estudios de mapeo
de genes (Hillis et al., 1996). Son marcadores codominantes y debido a la elevada
tasa de polimorfismo aportan informacion valiosa para resolver problemas tanto
individuales como poblacionales. Son apropiados para el estudio de genética de
poblaciones y gracias a la técnica de PCR son facilmente automatizables y el

tejido que se emplea no necesita ser de mucha calidad. Se pueden amplificar por



medio de técnicas no invasivas a partir de muestras de pelo, heces, hueso,
plumas, biopsias, sangre, etc; ademas puede usarse con muestras conservadas
de museos 0 colecciones privadas de muchos afios de antigiedad (Gonzalez,
2003). Se clasifican con base en la longitud y en la continuidad de la unidad de
repeticion. De acuerdo con la longitud pueden ser mononocleétidos (A)n,
dinucledtidos (TG)n, trinucledtidos (CTG)n, tetranucledtidos (GCAA)n, etc, y con
respecto a la continuidad pueden ser perfectos (AGG)n ¢ interrumpidos
(CT)AT(AC)n (Scribner y Pearce, 2000). De acuerdo con Weber (1990), ademéas
de microsatélites perfectos e interrumpidos también existen microsatélites
compuestos que consisten en 2 0 mas repeticiones no interrumpidas (CA)(GA)n.
Los microsatélites son polimérficos y su fuente de variacion es la mutacion;
gue modifica el numero de unidades de repeticiones 6 motivo y no su secuencia
propiamente dicha (Tagu y Moussard, 2006). Por ejemplo, (CA)10, el motivo 6 la
unidad de repeticién consiste en los nucledtidos C y A que se repiten 10 veces:
CACACACACACACACACACA. Un locus determinado puede presentar 15
repeticiones del motivo CA en el individuo A, pero en el individuo B el motivo

puede repetirse 18 veces (Fig. 1.3).

Individuo A
NNNNNNNNNNCACACACACACACACACACACACACACACANNNNNNNNN
_> 4—

cebador 1 Unidad de repeticiéon o motivo (CA) 15 veces cebador 2

Individuo B
NNNNNMNNCACACACACACACACACACACACACACACACACACANMMNMNMNNMNN

cebador 1 Unidad de repeticion o motivo (CA) 18 veces cebador 2

Fig. 1.3. Polimorfismo. Unidad de repeticion o motivo en diferentes individuos. Modificado
de Tagu y Moussard (2006).



Existen dos modelos de mutacion clasicos que se ha sugerido se ajustan a
la evolucion de los microsatélites. El primer modelo es el de alelos infinitos (Infinite
Allele Model, IAM; Kimura y Crow, 1964) en el que una mutacion involucra
cualquier numero de repeticiones y siempre resulta en un estado alélico nunca
antes presente en la poblacion. El segundo es el modelo mutacional paso a paso
(Step-wise Mutation Model, SMM; Kimura y Ohta, 1978) que involucra la perdida 6
ganancia de una unidad de repeticion, asi, los alelos pueden mutar a través de
estados alélicos ya existentes en la poblacion. Algunos autores (e.g., Valdes et al.,
1993; Weber y Wong, 1993) sugieren que este es el mejor modelo para explicar la

mutacion de los microsatélites.

1.5 Anolis uniformis

No existen microsatélites especificos para Anolis uniformis, pero debido a
gue la amplificacion cruzada para un mismo locus suele mantenerse cuando se
trabaja con taxones cercanos pertenecientes al mismo género o a géneros
separados recientemente (Scribner y Pearce, 2000) pueden usarse con éxito los
microsatélites de otras especies del género Anolis. Se han aislado microsatélites
para Anolis oculatus en las Antillas mayores (Stenson et al., 2000) y para Anolis
roguet de las Antillas menores (Ogden et al.,, 2002). Stenson et al. (2000)
establecieron dos librerias gendmicas obteniendo alrededor de 20 primers, pero
de éstos solo seis pares produjeron bandas polimérficas. Los primers AoGT2,
AoGT9, Ao7;73, A0ol0;13, AoSA18, AoBA36 mostraron un elevado polimorfismo
de entre 13 y 25 alelos en A. oculatus. Estos microsatélites también fueron
probados en otras especies de la serie bimaculatus (A. marmoratus, A. leachi, A.

gingivinus, A. bimaculatus, A. sabanus, A. nubilus, A. lividus, A. ferreus y A.



wattsi). En algunos loci no se detectaron productos de PCR, o bien fueron
monomorficos; sin embargo, la mayoria amplificaron exitosamente y fueron
altamente polimérficos. Por otro lado, Ogden et al. (2002), con el objetivo de
investigar la naturaleza de la diferenciacion poblacional tan marcada en A. roquet,
obtuvieron ocho pares de primers (Ar014, Ar031, Ar035, Ar062, Ar065, Ar068,
Arl120, Ar126) que también fueron altamente polimorficos, presentando cada locus
de 5a 19 alelos.

La disminucién del area habitada y el creciente aislamiento entre los
fragmentos producen extinciones locales y dificultades de colonizacion, que
afectan especialmente a los organismos con poca capacidad de dispersibn como
los reptiles (Santos et al., 2003). Aungque Anolis uniformis es una especie
abundante en la selva, con densidades de mas de un individuo por metro
cuadrado (Villarreal y Heras, 1997), se cree que se encuentra afectada en gran
medida por la fragmentacién, especialmente las poblaciones que habitan
fragmentos pequefios (1-10 ha). Se sabe que tiene un alto arraigo a zonas de
selva no alteradas; son poco vagiles y por lo tanto tienen baja probabilidad de
migracion y flujo genético entre poblaciones de otros fragmentos. Debido a esto,
los efectos a nivel genético pueden ser grandes. Anolis uniformis es una especie
de lagartija pequefia; los machos alcanzan tallas promedio de 37 mm de longitud
hocico-cloaca y las hembras son ligeramente mas pequefias, alrededor de 36 mm.
Los machos tienen una papada gular de color rojo brillante con una mancha
circular grande de color azul parpura (Fig. 1.4). Las hembras tienen diferentes
patrones de coloracién en el dorso, con rombos y una raya blanca. Habitan en el
sotobosque en contrafuertes de arboles y en arbustos, plantulas y palmas. Forma

subpoblaciones en parches homogéneos de vegetacion de alrededor de media



hectarea. Dentro de estos parches se agrupan en pequefios conglomerados de
aproximadamente una docena de individuos, con un macho dominante, algunos
satélites, dos 6 tres hembras adultas y el resto infantiles y juveniles (Villarreal y
Heras, 1997).

De acuerdo con Villareal y Heras (1997) esta especie se distribuye a través
de toda la franja neotropical que va desde el sur de Tamaulipas hasta Guatemala

y Belice pasando por Veracruz, Tabasco, Campeche y Chiapas (Fig. 1.5).

Fig. 1.4. Anolis uniformis.

Anolis uniformis es un buen modelo para estudiar el efecto de la fragmentacion de
la selva ya que es la especie de lagartija mas abundante de la Regién de los
Tuxtlas, tiene alto arraigo a zonas de selva no alteradas, es poco vagil (Villareal y
Heras, 1997; Cabrera, 2005) y presenta ciclos de vida cortos (Campbell et al.,

1989).
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Fig. 1.5. Distribucién de Anolis uniformis segin Lee (1996) y datos de la Coleccion Nacional
de Anfibios y Reptiles del Instituto de Biologia, UNAM.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de la fragmentacion en la estructura genética de Anolis

uniformis en Los Tuxtlas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir la variacién genética al interior de fragmentos de selva de diferente
tamano.

- Establecer si hay diferencias genéticas entre fragmentos a diferentes distancias.

- Establecer el efecto del tiempo de origen del fragmento en la variacion genética.

-Determinar si existe algin problema de conservacion para la especie, y de

haberlo, proponer alternativas para conservacion.

3. HIPOTESIS

Se espera encontrar efecto de la fragmentacion en Anolis uniformis de tal
modo que habra una mayor diferenciacion genética entre las poblaciones a
medida que los fragmentos estan mas alejados, y habra una menor variabilidad al
disminuir el tamafio de los fragmentos. Se espera mayor diferenciacion en

fragmentos mas antiguos.



4. AREA DE ESTUDIO

La Sierra de Los Tuxtlas es una serie de montafias de origen volcanico. Se
localiza entre los 18° 10’ y 18° 45’ de latitud norte y los 94° 42’ y 95° 27’ de
longitud oeste, abarcando un area de aproximadamente 90 por 50 Km (Dirzo et al.,
1997). Se origina a partir de los 200 m snm y se eleva hasta 1700 m snm. Las
elevaciones mas importantes son el volcan San Martin Tuxtla, volcan Santa Marta,
cerro Pelon, cerro Campanario, volcan San Martin Pajapan y cerro Cintepec (Soto
y Gama, 1997). En la vertiente del Volcan San Martin Tuxtla se localiza la reserva
de la Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas. Esta area se encuentra cubierta
mayoritariamente por selva alta perennifolia, pero existen variantes como selva
mediana y selva alta sobre pedregal (Dirzo et al., 1997).

Para este estudio se eligieron 9 fragmentos en total, 3 fragmentos de selva
grandes (con una extension de 100 ha en adelante), 3 fragmentos medianos (de
20 a 90 ha) y 3 fragmentos chicos (de 1 a 10 ha). La eleccion de los fragmentos se
hizo de acuerdo a los criterios de Cabrera (2005): a) que la vegetacion fuera
diversa; b) que se presentaran plantas caracteristicas de selva conservada como
por ejemplo Astrocaryum mexicanum, Chamaedorea pinnatifrons, Nectandra
ambigens, entre otras (lbarra-Manriquez et al., 1997); y, ¢) que hubiera registros
de Anolis uniformis. Los fragmentos grandes o zonas relativamente continuas son
el lote 67 de la reserva de Los Tuxtlas llamada Selva Estacion zona baja. El
segundo sitio, Selva Estacion zona alta, se ubic6 en la porcion méas elevada del
poligono de la reserva a 4 Km al oeste de la Estacion de Biologia (lotes 72 y 73),
finalmente el tercer sitio en la Selva de Los Hubber a 2.85 Km al norte de la
estacion. Los fragmentos medianos son Cerro del Borrego, que se encuentra a

unos 6.7 Km al norte de la Estacion de Biologia, Playa Escondida a un costado del



Hotel del mismo nombre a 2.7 Km al este de la estacion y a 5.3 Km al sureste de
la estacion esta el tercer fragmento mediano llamado La Perla. Finalmente los
fragmentos chicos F3, F4 y F6 (Cabrera, 2005) se encuentran dentro de ranchos y
potreros de familias de ganaderos de la Colonia Agricola Ganadera Adolfo Ruiz

Cortines y se ubican a 7.5 Km al noroeste de la Estacién de Biologia (Fig. 4.1).

: Il el
1; fgls\f;j;t;:;on onasie g; }E‘r;;anfesr(]::;] c31|da &= Fragmentos de selva de interés ..
3) Selva Estacion zonabaja  8) Fragmento 4 * [ ] Pastizal/potreros
4) LaPerla 9) Fragmento 6 B CUETE?S de agua ]
5) Cerro del Borrego Estacidn de Biologia Los Tuxtlas

I 3.5Km

Fig. 4.1 Area de estudio. Fragmentos de selva muestreados.




5. METODO
5.1 Trabajo de Campo

Se realizaron cuatro salidas de campo a Los Tuxtlas para colectar tejido de
Anolis uniformis. Las primeras dos salidas se llevaron a cabo del 9 al 18 de julio y
del 11 al 18 de septiembre de 2005; la tercera y cuarta del 15 al 23 de enero y del
26 de junio al 15 de julio de 2006. Se colectaron 30 puntas de cola por fragmento:
3 fragmentos grandes, 3 fragmentos medianos y 3 fragmentos pequeinos cercanos
a la estacion de Los Tuxtlas. Las lagartijas fueron atrapadas a mano y se registro
el sexo y lugar donde fueron encontradas para finalmente ser liberadas
exactamente en el mismo sitio. Las colas se fijaron en Etanol absoluto (OH al

100%) y se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso en el laboratorio.

5.2 Trabajo de laboratorio
5.2.1 Obtencién y amplificacion de DNA

Para la extraccién de DNA se empleé la técnica de fenol/cloroformo (Ausbel
et al., 1992) (Apéndice I) que es uno de los métodos mas usados. Después de las
extracciones se corrieron geles de calidad de agarosa al 1% (Fig. 5.1) para
comprobar la obtencién de DNA y que no hubo contaminacion comprobando con
un control negativo; ademas para tener idea del tamafio y peso de los fragmentos

de DNA. Para visualizar el DNA se us6 Bromuro de Etidio.
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Fig. 5.1. Gel de agarosa al 1% para comprobar la extraccion de DNA. Control negativo (K-),
1Kb marcador de peso molecular.

Mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) se amplifico el DNA.
El objetivo de la PCR es la amplificacion directa de un gen o un fragmento de
DNA. Este proceso involucra una sucesion de ciclos. Cada ciclo tiene tres etapas:
desnaturalizacion o calentamiento a mas de 90°C para separar las dos cadenas
de DNA, alineamiento del oligonucleétido al templado de cadena sencilla a una
temperatura entre 40 y 65°C vy finalmente extensién de los oligonucledétidos por la
DNA polimerasa termoestable a 72°C (Luque y Herraéz. 2002). Se hicieron
reacciones de PCR de 15 6 25 pl en tubos de 0.2 6 0.5 ml (Apéndice Il). Para
comprobar la amplificacion del fragmento de DNA de interés y que los productos
estuvieran libres de contaminantes se corrieron geles de calidad de agarosa al
1%. Se us6 un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb) para

estimar el tamafo de los fragmentos de DNA (Fig. 5.2).



Fig. 5.2. Gel de agarosa al 1% para visualizar productos de PCR. Control negativo (K-).
Marcador de peso molecular de 100pb.

5.2.2. Secuencias del gen mitocondrial ND4

Para evaluar la utilidad del gen mitocondrial ND4 en este trabajo se
procesaron 5 muestras colectadas en cada uno de los fragmentos de selva, es
decir, 45 muestras en total. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto de Biologia, UNAM. Se amplificaron los primers
ND4 y Leu (disenados por Arévalo, 1994). Se hicieron reacciones de PCR en un
termocicaldor Gene Amp® PCR System 9700. Se corrieron geles de agarosa al 1%
para comprobar la amplificacion y que los productos estuvieran libres de
contaminacion.

Los productos de PCR fueron purificados con un kit comercial (QIAquick
PCR Purification kit Qiagen 28106) y posteriormente se hizo la reaccion de
secuenciacion (volumen total de reaccidon 10 pl). Estas reacciones fueron
purificadas con Columnas de Sephadex (Centrisep Princeton Separations P/N CS-
901) para eliminar impurezas y residuos de la fluorescencia asi como residuos de
los primers. Las muestras se secuenciaron en el laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Biologia, UNAM, en un secuenciador automatico ABI PRISM®

3100.



Se utilizaron los programas Sequencher 4.6 (Gene Codes, an Arbor,
Michigan) y Bioedit (Tom Hall) para alinear las 45 secuencias. Sequencher
ensambla y crea una secuencia consenso, la cual se corrige, reemplazando N 6
bases (A, C, G, T) con ayuda de los cromatogramas Fig. 5.3. Después con Bioedit
se llevd a cabo el alineamiento. Finalmente se compararon todas las secuencias
alineadas, dentro del fragmento asi como entre fragmentos; primero las 5

secuencias de cada fragmento y luego contra los otros fragmentos.

120 140 160 170 180 190 0
GTCTGGTCGACTTTAMCT TCAGG AGUAAG AATTAGCAGTTCTTGGTGTTCAAAACCCCTCTTGGNCTTTAAG AAGTTTAAA

o s et et sttt ool e

120 130 140 150 160 17 120 190 200
ACTTTAACTTCAGG AGC AAG AAT TAGCAGT TCT TGO TGT TCAAAACCCC TCTTOGG TCTTTAAGAAGTTTAAAACTTCTGTT

Fig. 5.3. Cromatogramas con los que se corrigen secuencias consenso.

Por medio de MEGA version 4 (Tamura et al.,, 2007) y ARLEQUIN version 3.1
(Excoffier et al., 2005) se llevo a cabo un analisis molecular de las secuencias. Se
determiné el numero de sitios variables, el tipo de sustitucion nucleotidica
(transversiones o transiciones), numero de sitios informativos y composicion
nucleotidica. También se obtuvieron dos medidas de diversidad genética:
diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (7). La primera se usa para

inferir la historia demografica dentro de una especie y se expresa como

n ko
n—1 (7 _i§1PI2)

h=



donde n es el numero de copias del gen en la muestra, k es el numero de
haplotipos y P; es la frecuencia de la muestra del iésimo haplotipo (Nei, 1987). Por
otro lado, la diversidad nucleotidica se usa para determinar la proporcion de
diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias, mediante las frecuencias de
las secuencias pesa si éstas son las mismas o no (Hedrick, 2000), y se calcula

con la férmula

donde d; es la proporcion de diferentes nucleétidos entre la iésima y jésima
secuencias , k es el numero de haplotipos, Pi es la frecuencia del haplotipo iy n es
el tamano de la muestra (Nei, 1987). También se realizé la prueba de Tajima (D)
de neutralidad selectiva (Tajima, 1989). Esta prueba se basa en la diferencia entre
dos estimadores de la cantidad de variacion; una estimacion es obtenida del
numero de sitios segregados (6) 6 sitios donde difieren las secuencias (Watterson,
1975), y la otra se basa en el numero de diferencias pareadas (r). La hipotesis
nula de esta prueba es la evolucion neutral en una poblacion en equilibrio, lo que
implica que no hay seleccidén. Entonces, si D es igual a cero quiere decir que no
existen diferencias entre estos dos estimadores y hay equilibrio neutral. Si D es
negativa significa que 6 es mayor que r y se presentan mutaciones deletéreas por
lo que podria estar actuando seleccién purificadora; por otro lado, si D es positiva
(z mayor que 0) significa que algunos alelos se encuentran bajo seleccion
balanceadora (Tajima 1983; 1989). Estas medidas se calcularon para todas las
secuencias y por sitio, es decir, se analizaron las secuencias de cada uno de los

fragmentos por separado. Finalmente se construyé una red de haplotipos



(Templeton et al., 1992; 1995) con el programa TCS v.1.21 (Clement, et al., 2000)

para conocer las relaciones entre los haplotipos y su distribucién geogréfica.

5.2.3 Amplificaciéon de microsatélites

Para la amplificacion de los microsatélites se usaron las mismas muestras
de DNA usadas en la obtencion de las secuencias del gen mitocondrial. Se
cuantifico el DNA y obtuvo la concentracion y pureza de las muestras en el
espectrofotometro del laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia.
Después de las lecturas se hicieron diluciones 9:1 para que las concentraciones
finales fueran de 10ng/ul. Sin embargo, para algunas muestras se decidié usar el
DNA sin diluir, ya que en algunas pruebas de calidad amplificaban mucho mejor
que con DNA diluido. Posteriormente las muestras fueron tratadas con RNAsa
para eliminar el RNA, agregando 1 pl e incubando a 37°C por una hora. Este
tratamiento se realizé en el taller de Sistematica del edificio Tlahuizcalpan de la
Facultad de Ciencias, UNAM.

Se hicieron pruebas de amplificacion de los microsatélites usando 3
muestras de DNA. Se hicieron reacciones de PCR de 15 6 25 pul en
termocicladores Techne Flexigene®. Durante las pruebas y montaje de la técnica,
se usaron los primers a 10 yM y fue necesario modificar concentraciones de
MgCl,, cantidad de templado asi como las temperaturas de alineamiento. Una vez
que se establecieron las condiciones de PCR (Apéndice Il), las reacciones se
hicieron en placas de 96 pozos, pudiendo tener en una misma placa tres

poblaciones para un locus.



5.2.4 Geles de poliacrilamida

Los productos de PCR de microsatélites fueron separados en geles de
poliacrilamida que son un soporte empleado frecuentemente en electroforesis. Son
quimicamente inertes, de propiedades uniformes, se preparan de forma rapida y
reproducible. La acrilamida forma geles transparentes con estabilidad mecanica,
insolubles en agua, relativamente no idnicos y que permiten buena visualizacion
de las bandas durante tiempo prolongado. Una de sus principales ventajas es que
variando la concentracion de polimeros se puede modificar de manera controlada
el tamafio del poro. De las tres modalidades de geles de poliacrilamida (en lamina
vertical, varilla cilindrica y lamina horizontal; Garcia, 2000), en este estudio se
hicieron en lamina vertical y se emplearon camaras pequefias (OWL-PS9) con
peines de 1.5 mm de grosor de 15 pozos.

Se hicieron geles al 6 y al 8% (acrilamida 19:1 6 29:1) no desnaturalizados
y desnaturalizados (Apéndice Ill). Los productos de doble cadena se corren
tipicamente en un gel de poliacrilamida o en geles de agarosa muy concentrado,
sin embargo, los resultados no son tan claros como los obtenidos con sistemas de
deteccion de cadena sencilla por la tendencia a exhibir artefactos de PCR (e;.
microsatélites dinucleétidos) que puede complicar el registro de los alelos. Por lo
anterior se corrieron geles desnaturalizados para el locus AoGT9, dando una

mejor resolucion (Fig. 5.4).



Fig. 5.4. a) Gel no desnaturalizado y b) gel desnaturalizado para el mismo microsatélite, es
evidente la resolucién que se logré mediante la desnaturalizacion.

La concentracion del gel se basé en el tamafio del fragmento (pb) que se
deseaba separar ya que mientras mas concentrado fue el gel las bandas se
separaron mas. Se cargaron 6ul de cada muestra, asi como también 6ul de una
escalera de peso molecular para identificar el tamafio del fragmento del
microsatélite.

Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata (Apéndice V). La tincion con
plata es una técnica barata y segura, muy sensible y tiene la caracteristica de
producir coloraciones de café a negro. Los geles ya tefidos fueron almacenados
en un contenedor con la solucion detenedora y luego se registré toda la
informacion por medio de fotografias digitales. Las fotografias se imprimieron o se
trabajé con las imagenes directamente en la computadora para registrar el numero

de alelos por locus, el tamafio de los alelos (pb), por locus y para cada poblacion.

5.2.4.1 Lectura de geles

La lectura de los geles se hizo de abajo hacia arriba, es decir, se establecid
el tamano de los alelos en pares de bases (pb) del mas pequefio al mas grande.
Un organismo heterécigo es el que tiene dos alelos o dos bandas diferentes, en

tanto que un homdécigo posee solo un alelo. Para establecer el tamafio de los



alelos éstos fueron comparados con escaleras de peso molecular comerciales. Se
usaron varios marcadores de peso molecular: 100pb (100-3000 pb), Micromarker
(80-587 pb) y ®X174Hae Il (72-1353 pb). Estos marcadores fueron siempre
cargados en el primer y ultimo pozo del gel (Fig. 5.5). En el ejemplo de la figura

5.5 se observan dos alelos, el primero es de 108 pb y el segundo de 118 pb.

Fig. 5.5. Dos de los marcadores de peso molecular Micromarker (M) (80-587 pb) y ®X174Hae
lll (®) (72-1353 pb) para estimar el tamano de los alelos.

En la lectura de los geles, es de gran importancia reconocer los artefactos
producidos por PCR para poder identificar correctamente los alelos y sus tamarios.
Existen varios artefactos de PCR asociados con los microsatélites. El mas comun
es una escalera de fragmentos pequefios que van decreciendo en tamafo con
respecto al alelo primario. Estas bandas falsas, llamadas sombra o tartamudeo
(stutter bands), son particularmente evidentes en dinucleétidos y se cree que son
resultado de un deslizamiento durante la replicacion mediada por la Taq
polimerasa (enzima termoestable activa a temperaturas elevadas). La intensidad

de estas bandas decrece mondétonamente mientras se incrementa la diferencia en



tamano del alelo primario. También, durante el proceso de PCR y bajo ciertas
condiciones, la Taq polimerasa puede inducir la adicidén de un nucleétido (casi
siempre dATP) en el extremo 5’ de la cadena sintetizada, produciendo una banda
adicional mas grande, por un par de bases, que cualquiera de los alelos primarios
(Scribner y Pearce, 2000). Aunque las bandas falsas (stutter bands) pueden llegar
a ser una complicacién en la lectura de los geles, también pueden ayudar a
identificar el tamafio de los alelos; en algunas ocasiones funcionan como otro
marcador de peso molecular debido a que pueden presentarse como una escalera
de fragmentos pequefos que disminuyen en tamano con respecto al alelo
primario.

Una banda verdadera (o alelo primario) es mas obscura que una banda
fantasma (Scribner y Pearce, 2000); entonces, el principal criterio que se sigui6
para la identificacion de los alelos fue la intensidad de las bandas, descartando asi
las bandas tenues. Otro criterio importante fue el rango de tamano esperado,
aunque los microsatélites no fueron especificos para Anolis uniformis se mantuvo

un rango de tamafio de alelos (Fig. 5.6).

Fig. 5.6. Alelos verdaderos (A1 y A2), son bandas gruesas bien definidas, en cambio las
bandas falsas 6 tartamudeo (B. F.) son bandas tenues que difieren de la posicion de los
alelos verdaderos. Marcadores de peso molecular ®X174Hae Ill (®) y Micromarker (M).



El registro del numero y tamafio de los alelos se hizo tomando fotografias
de cada uno de los geles. Estas fotografias se imprimieron o se analizaron

directamente en la computadora.

5.3 Analisis de los datos

Para conocer la variacion genética dentro y entre poblaciones se analizaron
las proporciones correspondientes de los diferentes genotipos y su distribucién en
el espacio y tiempo (Eguiarte, 1991). Para el analisis de los datos se usaron los
programas ARLEQUIN versién 3.1 (Excoffier et al., 2005) y GENEPOP version 4
(Raymond y Rousset, 1995) y se gener6 una matriz de datos en EXCEL. La
informacién mas importante fue numero de alelos y su tamafio en pares de bases

por locus para todos los individuos en cada poblacién.

5.3.1 Variacion genética dentro de las poblaciones

La diversidad genética de cada poblacion fue cuantificada como el nimero
de alelos por locus y la heterocigosidad esperada y observada.

El principio de Hardy-Weinberg es de gran importancia en el campo de la
genética de poblaciones. Este principio dice, que en una poblacion grande con
apareamientos al azar, sin seleccion natural, mutacién o migracioén, las frecuencias
alélicas y genotipicas son constantes de generacion en generacion (Gou vy
Thompson, 1992). La herencia Mendeliana tiende a mantener constantes las
frecuencias alélicas y preserva la variacion genética. Debido a que las frecuencias

alélicas se mantienen iguales, también lo hacen las genotipicas en una proporcion



p?, 2pq, 9° (Hartl, 2000). Los métodos para probar este equilibrio se clasifican en
dos grupos, en el primero estan las pruebas de bondad de ajuste tal como la x2, G?
o estadistico de verosimilitud, y una prueba condicional de x? (Li, 1955); en el
segundo grupo estan las pruebas exactas (Chapco, 1976). Se ha visto que las
pruebas de bondad de ajuste pueden conducir a un falso rechazo o aceptacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg cuando los tamafnos de muestra son pequenos y/o
algunas frecuencias son pequenas o de cero (Gou y Thompson, 1992). Con
marcadores moleculares como RFLP’s y microsatélites (con genes con 10 a mas
alelos), si el tamafo de la muestra es moderadamente grande, el numero de
genotipos es tan grande que algunas frecuencias genotipicas seran de cero,
especialmente cuando las frecuencias alélicas correspondientes sean bajas; en
estos casos es cuestionable la aplicacion de pruebas de bondad de ajuste y es
deseable el uso de una prueba exacta. Para loci con multiples alelos se usan dos
algoritmos para estimar el nivel de significancia de una prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg: el método convencional de Monte Carlo y la cadena de Markov
(Gou y Thompson, 1992), que es una adaptacion del algoritmo de Metropolis
(Metropolis et al., 1953). Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg dentro de
las poblaciones fueron analizadas en ARLEQUIN con la prueba exacta, usando el
método de la cadena de Markov. El principio de este método es explorar el
espacio de todas las tablas de contingencia posibles, y determinar si su
probabilidad es mayor o no que la probabilidad de la tabla observada (Raymond y
Rousset, 1995). Ademas también se calcul6 el indice de fijacion (F) que es una
medida basada en la heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada, y si

hay equilibrio de Hardy-Weinberg este indice es de cero (Hedrick, 2000).



El desequilibrio del ligamiento es la asociacion no aleatoria de alelos entre
pares de loci (Hedrick, 2000) y brinda informacion sobre la historia de la poblacién,
las fuerzas evolutivas que estan actuando y la localizacion de los loci en el
cromosoma. Ademas, la combinacién de seleccidon natural, mutacién, crecimiento
0 decline poblacional puede promover la existencia de desequilibrio del ligamiento
(Excoffier y Slatkin, 1998). Para evaluar las desviaciones del ligamiento esperado
para cada par de loci en todas las poblaciones se usé el método de la cadena de
Markov (Gou y Thompson, 1992) en GENEPOP.

Finalmente con el programa ARLEQUIN se obtuvo el indice Garza-
Williamson (2001), que se basa en la proporcion del numero total de alelos y el
rango total de tamafo de los alelos por locus (definido como secuencia o longitud
de repeticion) y la formula es:

G-W=k/R+1

donde k es el numero de alelos en un locus en una poblacién y R es el rango
alélico, (la distancia entre alelos en niumero de repeticiones, es decir, el alélo mas
pequeno y el mas grande). Originalmente el denominador fue definido s6lo como
R en Garza y Williamson (2001) pero esto puede conducir a una division entre
cero si una muestra es monomorfica, por eso este ajuste fue introducido en
Excoffier et al. (2005). Este estadistico es sensible a cuellos de botella debido a
que el numero de alelos se reduce mas de lo que se reduce el rango de alelos por
una reciente reduccion en el tamafo de la poblacion, de esta forma, la distribucion
de la longitud del alelo mostrara vacantes o posiciones vacias. De acuerdo con
este indice, los valores son muy bajos en poblaciones que han sufrido una
reciente reduccion del tamafo poblacional, y valores cercanos a 1 en poblaciones

estacionarias (Excoffier et al., 2005). Se realizd una prueba de t para probar las



diferencias en el numero de alelos y el indice Garza-Williamson entre los
fragmentos de selva.

Se han descrito otros métodos para detectar cambios en la demografia de
una poblacién por medio de microsatélites (Cornuet y Luikart, 1996; Luikart et al.,
1998; Beaumont, 1999). Por ejemplo, el método de Beaumont (1999) utiliza la
teoria de la coalescencia y un modelo estricto de mutacién de un paso para
obtener la maxima verosimilitud de la tasa de crecimiento poblacional. No es
totalmente comparable con el indice Garza-Williamson, ya que debe ser usado
para detectar cambios a largo plazo en el tamafo de la poblacién y no para
detectar cuellos de botella o reducciones recientes. El indice Garza-Williamson
esta disefiado para detectar la distribucion alélica de poblaciones con cambios
abruptos recientes en tamafo e incorpora modelos mutacionales de uno y dos
pasos. Hay varias diferencias entre estos métodos, quiza una muy importante es
que este indice puede distinguir entre poblaciones que han sufrido reducciones
recientes en el tamafo poblacional de aquellas que han sido pequefas por mucho
tiempo, mientras que en los otros métodos no esta comprobado si tienen esta

capacidad (Garza y Williamson, 2001).

5.3.2 Diferencias genéticas entre las poblaciones

Para evaluar el grado de estructura genética en las poblaciones se realizd
un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) en ARLEQUIN.
Para ello fue necesario definir una estructura previa que estuviera relacionada con
la distribucion de las poblaciones a comparar. En la base de datos se agruparon
los fragmentos de selva de acuerdo al tamafio: grupo 1 fragmentos grandes (Selva

Estacion zona alta, Selva de Los Hubber y Selva Estacion zona baja), grupo 2



fragmentos medianos (La Perla, Cerro del Borrego y Playa Escondida) y grupo 3
fragmentos chicos (Fragmento 3, Fragmento 4 y Fragmento 6). Los componentes
de varianza (o) se usaron para calcular los indices de fijacién de Wright (1951) en
términos de coeficientes de endogamia.

La subdivisién poblacional se evalué usando estadisticos F (6 estadisticos
R, Slatkin, 1995), siguiendo el criterio de Weir y Cockerman (1984). Fsr es una
medida de la diferenciacion genética entre poblaciones y es siempre positiva, Fis 'y
Fir son medidas de la desviacion de las proporciones Hardy-Weinberg dentro de
subpoblaciones y en el total de la poblacién, respectivamente, donde los valores
positivos indican una deficiencia de heterdcigos y valores negativos un exceso de
heterécigos (Hedrick, 2000), por lo que también se obtuvieron los valores de Fis
para cada poblacion.

La Fsrfue calculada con la siguiente formula: Fsr= (Hr— Hg) / Hr (Hedrick,
2000), donde Hr es el promedio de la heterocigosidad esperada en la poblacion
total para todos los loci y He es el promedio de la heterocigosidad esperada dentro
de subpoblaciones para todos los loci (ver Cuadro 6.10).

Para establecer las distancias entre las poblaciones se hicieron
estimaciones pareadas de Rsr, que es una medida analoga de Fsr y supone el
modelo mutacional paso a paso (Step-wise Mutation Model, SMM). Algunos
investigadores han encontrado que el modelo de alelos infinitos (infinite alleles
model, IAM), modelo mutacional en el que se basan muchas distancias genéticas,
no es apropiado para microsatélites. Estos marcadores moleculares mutan de
manera consistente con el modelo mutacional paso a paso (SMM) (Scribner y
Pearce, 2000). La notacién (Rsr) es para enfatizar la similitud con Fsr, pero el

método de distancia usado es la suma de diferencias de tamafio cuadradas (en



relacion con las unidades de repeticion), que es el método que mejor se ajusta
para microsatélites (Slatkin, 1995).

En GENEPOP se estim6 el numero de migrantes (Nm) por el método de
alelos unicos. Este método esta basado en las propiedades de la “frecuencia
promedio condicional” (Slatkin, 1981; Slatkin, 1985a), es decir, la frecuencia
promedio de alelos encontrados solo en algunas subpoblaciones. Si hay d
localidades muestreadas, la frecuencia promedio condicional p(i), es la frecuencia
promedio de todos los alelos encontrados en exactamente i de las d localidades.
Entonces p(i) es la frecuencia promedio de los alelos encontrados en una sola
localidad o bien de alelos privados o unicos. Los alelos raros son particularmente
sensibles al flujo génico, ya que es poco probable que sean llevados por la
dispersion de gametos o individuos a menos que ésta sea frecuente (Slatkin,
1985b). GENEPOP calcula la frecuencia promedio condicional a partir de la
distribucion de las frecuencias alélicas, brinda tres estimaciones de Nm usando las
tres lineas de regresion publicadas en Barton y Slatkin (1986).

En ARLEQUIN se realizé la prueba exacta de diferenciacion poblacional,
que somete a prueba la hipdtesis de una distribucién al azar de k diferentes
genotipos entre r poblaciones (Raymond y Rousset, 1995). Esta prueba es
analoga a la prueba exacta de Fisher con una tabla de contingencia 2x2; todos los
estados de la tabla son explorados con el método de la cadena de Markov.

Finalmente, se uso el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al.,
2004) para detectar errores de genotipificacion como alelos nulos que son
causados por mutaciones en la regién flanqueante del primer previniendo la

amplificacion y produciendo falsos homécigos (Pemberton et al., 1995).



6. RESULTADOS
6.1 Colecta de tejido

Se tienen 278 muestras, 155 hembras (55.75%) y 122 machos (43.88%) mas
uno indefinido ya que no se pudo comprobar el sexo (Cuadro 6.1). Aunque para
algunos fragmentos de selva se colecté mas tejido, sélo se usaron 30 muestras de

cada sitio para el procesamiento y analisis de los datos con microsatélites.

Cuadro 6.1. Nimero de tejido colectado, nimero de machos y hembras por fragmento.

Nombre Fragmentos Fragmentos Fragmentos 9 6 ?
Grandes Medianos Chicos

Selva Estacion zona alta (SEza) 30 16 13 1
Los Hubber (LH) 32 14 18
Selva Estacion zona baja (SEzb) 30 21 9
La Perla (LP) 31 18 13
Cerro del Borrego (CB) 32 18 14
Playa Escondida (PE) 32 17 15
Fragmento 3 (F3) 31 21 10
Fragmento 4 (F4) 30 13 17
Fragmento 6 (F6) 30 17 13

Total 278 92 95 91 155 122 1

6.2 Gen mitocondrial ND4

Se obtuvieron 41 secuencias del gen mitocondrial ND4; fueron eliminadas
cuatro secuencias, ya que no estaban lo suficientemente limpias ni presentaron la
calidad necesaria. En secuencias de 790 pares de bases se observaron 16 sitios
variables. En la mayoria de estos sitios sélo cambié una base y en dos sitios
cambiaron dos bases (Fig. 6.2). Se detectaron 13 haplotipos, la mayoria de éstos se
diferenciaron sélo por el cambio de una base. Uno de estos haplotipos presentd una
frecuencia de 0.707, mientras que el resto presentd una frecuencia de 0.024 (Cuadro

6.3). En los 16 sitios variables todas las sustituciones fueron transiciones. En cuanto



a la composicién nucleotidica se obtuvo que 11.90% de las bases fueron citocina (C),

31.77% timina (T), adenina (A) el 28.49% y guanina (G) el 27.84%.
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Fig. 6.2. Secuencias del gen mitocondrial ND4. Se muestran 3 de los 16 sitios variables.

El cuadro 6.3 muestra que el haplotipo A es el mas frecuente; esta presente en todas
las poblaciones, por lo que puede decirse que es el haplotipo ancestral. El haplotipo B
es exclusivo para la poblacion del fragmento Selva Estacion zona baja y el C es
exclusivo para Los Hubber (fragmentos grandes). Las poblaciones de los fragmentos
medianos Cerro del Borrego y La Perla presentaron 3 haplotipos cada una (F-G-H e |-
J-K respectivamente). Para los fragmentos de selva chicos solo el F6 presenté dos

haplotipos (L y M), mientras que F3 y F4 compartieron el haplotipo A.



Cuadro 6.3. Haplotipos, frecuencias y haplotipos por fragmento.

Haplotipo 2‘5;32;%&2 Frecuencia Sitios
A 29 0.707 En todos
B 1 0.024 SEzb
C 1 0.024 LH
D 1 0.024 SEza
E 1 0.024 SEza
F 1 0.024 CB
G 1 0.024 cB
H 1 0.024 cB
' 1 0.024 LP
J 1 0.024 LP
K 1 0.024 LP
L 1 0.024 F6
M 1 0.024 F6

También en la red de haplotipos (Figura 6.4) se observa que el haplotipo A es el mas
frecuente (el tamafio de los circulos representa la frecuencia de los haplotipos) y que
a partir de éste se derivan los demas haplotipos. La mayoria de haplotipos presentan
solo un paso mutacional, excepto para los haplotipos F, J y L que tienen dos pasos
mutacionales y K que presenta 4 pasos mutacionales a partir del haplotipo ancestral
A. Los circulos mas pequenos de color gris representan los haplotipos inexistentes
que pudieron no haber sido muestreados o0 que existieron en algun momento y
desaparecieron. En general puede decirse que no se han acumulado muchos
cambios mutacionales, por lo que esta red refleja el poco tiempo que lleva la

fragmentacioén de la selva.



Fig. 6.4. Red de haplotipos y sus frecuencias. El tamafio de los circulos refleja la frecuencia de
los haplotipos.

Con base en esta red de haplotipos se llevo a cabo la distribucion geografica de los
haplotipos en las localidades o sitios muestreados en la Region de los Tuxtlas (Figura
6.5). Se observa que el haplotipo A esta en todos los fragmentos de selva, pero Playa
Escondida (fragmento mediano), F3 y F4 (fragmentos chicos) solo presentan este
haplotipo, mientras que Cerro del Borrego y La Perla (medianos) ademas del

haplotipo A tienen otros 3 haplotipos cada uno, es decir, exclusivos de cada sitio.
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Fig. 6.5. Distribucién geografica de los haplotipos.

La diversidad haplotipica (h) fue de 0.5049 (desviacion estandar +/-0.0974) y la
diversidad nucleotidica (z) fue de 0.001105 (d.e. +/-0.000880). El Cuadro 6.6 muestra
un resumen del analisis realizado para cada uno de los fragmentos. Se encontr6é que
sélo tres poblaciones presentaron una diversidad haplotipica considerable: La Perla
(0.900), Cerro del Borrego (0.900), que son dos fragmentos medianos, y F6 (0.833)
que es un fragmento pequefio. En cuanto a los fragmentos grandes, Selva Estacion
zona alta present6 diversidad haplotipica media, Selva Estacidon zona baja y Los
Hubber presentaron diversidad haplotipica baja. Para Playa Escondida y F3 y F4, la

diversidad fue de 0. En cuanto a la diversidad nucleotidica, los nueve fragmentos



presentaron niveles muy bajos, de 0 a 0.003. La prueba de Tajima (D) mostré que las
mutaciones no fueron significativamente diferentes del modelo neutral de mutacion

(Cuadro 6.6).

Cuadro 6.6. Secuencias analizadas, haplotipos, diversidad haplotipica (h), diversidad
nucleotidica (;), Theta de Watterson (8) y prueba de Tajima (D) por sitio.

Fragmento Namero Haplotipos H b4 ¢] D
secuencias
SEza 5 3 0.700 0.001 0.96000 -0.97256 (NS)
LH 5 2 0.400 0.000 0.48000 -0.81650 (Ns)
Sezb 5 2 0.400 0.000 0.48000 -0.81650 (Ns)
LP 5 4 0.900 0.003 2.88000 -0.66823 (NS)
CB 5 4 0.900 0.001 1.44000 -0.17475 (NS)
PE 5 1 0 0 0 0
F3 4 1 0 0 0 0
F4 3 1 0 0 0 0
F6 4 3 0.833 0.001 1.63636 -0.75445 (NS)

(NS) No Significativo (P>0.1).

6.3 Microsatélites
6.3.1 Diversidad alélica dentro de las poblaciones

De los siete loci amplificados, cinco fueron polimérficos y soélo dos
monomorficos. De acuerdo con la clasificacion de microsatélites (Weber, 1990;
Scribner y Pearce, 2000), cuatro de los cinco loci polimorficos fueron dinucledtidos
perfectos (AoGT2, AoBA36, Ar014 y Ar065) y sélo uno compuesto (AoGT9), mientras
que los dos monomorficos fueron dinucleotidos perfectos (AoSA18 y Ar035). La
diversidad alélica fue baja. EI mayor numero de alelos detectados fue de tres para los

loci AoGT2 y Ar014, los demas loci presentaron soélo dos alelos (Cuadros 6.7 y 6.8).



En el Cuadro 6.8 se muestran las imagenes de los geles de poliacrilamida con el

numero de alelos para cada locus y su tamafio en pares de bases.

Cuadro 6.7. Microsatélites probados en A. uniformis. Temperatura de alineamiento (°C),
concentracion de cloruro de magnesio [MgCl,] (mM), tamafio de los alelos TA y nimero de
alelos NA. Para la mitad de los loci no se lograron las condiciones de amplificacion.

Locus Regién repetida alir;reear?n?. oC ['\(/lrﬂl\cﬂl)ﬂ TA (pb) NA
AoGT2 (GTho 52.5 0.375 160-310
AoGT9 (TG)s(TA)(TG)12 55 1 200-256 2
Ao7:;73 (CT)s - -
A010;13 (CT)10AT(AC), - -
A0SA18 (CA)0 55 1 200 1
AoBA36 (GTho 57 3.5 116-150 2
Ar014 (TG0 57 1 174-298
Ar031 (GT); - -
Ar035 (TG3 55 1 140 1
Ar062 (AG)y - -
Ar065 (GThs 64.5 1.5 108-118 2
Ar068 (GTho - -
Ar120 (AC)14 - -
Ar126 (GT)s - -

El porcentaje de loci polimérficos fue de 71%. El numero promedio de alelos

por locus polimoérfico fue de 2.4 y el numero promedio de alelos por locus (loci

monomorficos y polimérficos) fue de dos. Todas las poblaciones presentaron los

mismos alelos y no se registraron alelos unicos.



Cuadro 6.8. Namero de alelos por locus y su tamafio en pares de bases (pb).

Locus Geles Lectura

A0SA18 Un alelo de 200 pb

(Monomorfico)

2 alelos: 200 y 252
pb; la flecha en el
carril 3 sefiala un
homacigo para el
alelo 200

AoGT9

Ar014 3 alelos: 174,290 y

298 pb. En el carril
2 se observa un
homécigo para el

alelo 174.




Cont. Cuadro 6.8

[ Locus | Geles | Lectura

2 alelos:

108 y 118 pb.

La flecha en el
carril 9 muestra un
homacigo para el
alelo de 108 pb

Ar065

3 alelos: 160, 174 y
310 pb.

En el segundo
carril se observa un
homécigo para el
alelo 310

AoGT2

Ar035 Un alelo de

140 pb
(Monomorfico)

2 alelos: 116y 150
pb. La flecha en el
carril 10 sefiala un
homacigo para el
alelo de 116 pb

A0BA36




Se obtuvieron las frecuencias alélicas para todos los loci en todas las
poblaciones (Cuadro 6.9) y también para hembras y machos por separado. Con estos
datos se realizd una prueba de t y se infirid que no hay diferencias significativas entre

las frecuencias alélicas de hembras y machos (t=0; P=0.9).

6.3.2 Variacion genética dentro de las poblaciones

La heterocigosidad esperada (Hg) por locus en todos los sitios tuvo un rango
de 0.223 a 1 (promedio He. 0.330; Cuadro 6.10). Para todas las poblaciones de
detectaron desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (P<0.05), excepto para los loci
AoGT2 y AoBA36, que no muestran diferencias significativas. En cuanto al indice de
fijacion (F) los valores son negativos, lo que refleja un exceso de heterocigosidad
excepto para los loci AoGT2 y AoBA36 en las poblaciones F4 y F3 respectivamente.

No se encontré desequilibrio del ligamiento consistente; sélo tres de 189
pruebas realizadas (pares de loci) presentaron valores significativos (P<0.05), por lo

gue no se detectaron relaciones no azarosas de alelos entre los loci.



Cuadro 6.9. Frecuencias alélicas para todas las poblaciones y para hembras y machos.

Frecuencias alélicas

Locus A0SA18 AoGT9 Ar014 Ar065 AoGT2 Ar035 Ao0BA36
Alelos 200 200 252 174 290 298 108 118 160 174 310 140 116 150
Fragmentos
SEza 1 0.500 0.500 | 0.411 0411 0.179 | 0.589 0411 | 0.155 0.069 0.776 1 0.729  0.271
LH 1 0.500 0.500 | 0.414 0448 0.138 | 0.550 0.450 | 0.125 0.000 0.875 1 0.654  0.346
SEzb 1 0.500 0.500 | 0.426 0.556 0.259 | 0.534 0.466 | 0.100 0.100 0.800 1 0.775 0.225
LP 1 0.517 0483 | 0483 0.259 0.259 | 0.521 0.479 | 0.152 0.000 0.848 1 0.646 0.354
CB 1 0.533 0467 | 0483 0466 0.052 | 0.517 0.483 | 0.250 0.000 0.750 1 0.617  0.383
PE 1 0.500 0.500 | 0.533 0.250 0.217 | 0.500 0.500 | 0.054 0.107 0.839 1 0.800 0.200
F3 1 0.500 0.500 | 0.565 0.391 0.043 | 0.586 0.414 | 0.155 0.000 0.845 1 0.727  0.273
F4 1 0.518 0482 | 0483 0417 0.100 | 0.567 0.433 | 0.208 0.000 0.792 1 0.780  0.220
F6 1 0.500 0.500 | 0.483 0.433 0.083 | 0.550 0.450 | 0.080 0.040 0.880 1 0.717  0.283
Locus A0SA18 AoGT9 Ar014 Ar065 AoGT2 Ar035 A0BA36
Alelos 200 200 252 174 290 298 108 118 160 174 310 140 116 150
Hembras 1 0.510 0490 | 0.479 0.417 0.104 | 0.535 0.465 | 0.135 0.040 0.825 1 0.871 0.129
Machos 1 0.504 0496 | 0.468 0.383 0.149 | 0.559 0.441 | 0.154 0.029 0.817 1 0.519 0.481




Cuadro 6.10. Loci usados en las 9 poblaciones de Anolis uniformis. Nimero de alelos (N,), heterocigosidad esperada (Hg),
heterocigosidad observada (Hp) e indices de fijacion (F) para cada locus en cada poblacién. Hr heterocigosidad total para cada locus.
Valores no significativos (*).

Poblaciones
SEza LH SEzb LP CB PE F3 F4 F6 PROM. Hr F
A0SA18

Na 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

He 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ho 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AoGT9

Na 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

He 0.508 0.508 0.508 0.508 0.506 0.508 0.508 0.508 0.508 0.508 0.500 -0.937
Ho 1 1 1 0.965 0.933 1 1 0.964 1 0.984

F -0.968 -0.968 -0.968 -0.899 -0.843 -0.968 -0.968 -0.897 -0.968

Ar014

Na 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

He 0.642 0.619 0.519 0.644 0.557 0.616 0.537 0.592 0.581 0.589 0.599 -0.471
Ho 0.750 0.827 0.703 0.896 0.965 0.866 0.869 0.966 0.966 0.867

F -0.168 -0.336 -0.354 -0.391 -0.732 -0.405 -0.618 -0.631 -0.662

Ar065

Na 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
He 0.492 0.503 0.506 0.509 0.507 0.508 0.493 0.499 0.503 0.502 0.496 -0.788
Ho 0.821 0.900 0.931 0.875 0.966 1.000 0.827 0.866 0.900 0.898

F -0.668 -0.789 -0.839 -0.719 -0.905 -0.968 -0.677 -0.735 -.0789




Cont. Cuadro 6.10

SEza LH SEzb LP CB PE F3 F4 F6 PROM. Hr F
AoGT2
Na 3 2 3 2 2 3 2 2 3 244
He 0.375* 0.223* 0.348* 0.263* 0.381* 0.286* 0.266* 0.336* 0.222* 0.300 0.303 -0.15
Ho 0.448 0.250 0.400 0.304 0.500 0.321 0.310 0.333 0.240 0.345
F -0.194 -0.121 -0.149 -0.155 -0.312 -0.122 -0.165 0.008 -0.081
Ar035
Na 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
He 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ho 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AoBA36
Na 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
He 0.421* 0.461* 0.357* 0.467* 0.480 0.325* 0.405* 0.372* 0.412* 0.411 0.412 -0.265
Ho 0.500 0.615 0.450 0.625 0.766 0.400 0.363 0.400 0.566 0.520
F -0.187 -0.250 -0.260 -0.338 -0.595 -0.230 0.103 -0.075 -0.373
PROM He 0.348 0.330 0.320 0.341 0.347 0.320 0.316 0.329 0.318 0.330
PROM Ho 0.502 0.513 0.497 0.523 0.59 0.512 0.481 0.504 0.524 0.516
PROM Hr 0.330

Nombres de los fragmentos de selva: Selva Estacién zona alta (SEza), Los Hubber (LH), Selva Estacidon zona baja (SEzb), La Perla
(LP), Cerro del Borrego (CB), Playa Escondida (PE), Fragmento 3, Fragmento 4 y Fragmento 6.



En el siguiente cuadro (6.11) se presentan las medias de la variacion
genética (heterocigosidad esperada Hg) para cada uno de los tratamientos, es

decir, para los fragmentos de selva grandes, los fragmentos medianos y los

fragmentos chicos.

Cuadro 6.11. Medias de variacion genética (Hg) para los fragmentos de selva grandes,
medianos y chicos.

Nombre Grandes Medianos Chicos
Selva Estacion zona alta 0.348
Los Hubber 0.330
Selva Estacion zona baja 0.320
La Perla 0.341
Cerro del Borrego 0.347
Playa Escondida 0.320
Fragmento 3 0.316
Fragmento 4 0.329
Fragmento 6 0.318
Medias 0.333 0.336 0.321

Un Analisis de Varianza (ANOVA) comparando las medias de la variacion
genética de los diferentes tratamientos (fragmentos grandes, medianos y chicos)

indica que las medias no son diferentes (F = 1.25 < Fg5 = 5.14 P=0.35) (Cuadro

6.12).

Cuadro 6.12. Tabla de analisis de varianza.

Fuente de Grados de Sumade Media de F
variacion libertad cuadrados cuadrados
Tratamientos 2 0.000378 0.000189 1.255
Error 6 0.000903 0.0001505
Total 8 0.001281
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Los resultados del cuadro 6.13 muestran que el promedio del indice Garza-
Williamson (2001) para todas las poblaciones es de 0.330, el locus AoGT2
presento el promedio mas bajo (0.01619) y el promedio mas alto fue para el locus
Ar065 (0.1818). De acuerdo con este indice los valores son muy bajos en
poblaciones que han sufrido una reduccién reciente, y valores cercanos a 1 en
poblaciones estacionarias. Esto sugiere que las poblaciones de Anolis uniformis
en la Regioén de Los Tuxtlas han pasado por una reduccion en el tamafo efectivo o
cuello de botella.

La prueba de t no mostré diferencias en el numero de alelos (promedio 2 y
1.857; t=0.35; P=0.72; g.l. 12) ni en el indice Garza-Williamson (promedio 0.3315y

0.3305; t=0.004; P=0.99; g.l. 12) entre los fragmentos de selva.

Cuadro 6.13. Indice de Garza-Williamson para cada locus en todas las poblaciones. *Loci
monombérficos.

Locus | SEza LH SE zb LP cB PE F3 F4 F6 Prom D.E.
A0SA18* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.0000
A0GT9 | 00377 0.0377 0.0377 0.0377 0.0377 0.0377 0.0377 0.0377 0.0377 | 0.0377  0.0000
Ar014 | 00240 0.0240 0.0240 0.0240 0.0240 0.0240 0.0240 0.0240 0.0240 | 0.0240  0.0000
Ar065 | 01818 0.1818 0.1818 0.1818 0.1818 0.1818 0.1818 0.1818 0.1818 | 0.1818  0.0000
AOGTZ | 00198 0.0132 0.0198 0.0132 0.0132 0.0198 0.0132 0.0132 0.0198 | 0.0161 0.0032
Ar035* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.0000
AOBA36 | 00571 0.0571 0.0571 0.0571 0.0571 0.0571 0.0571 0.0571 0.0571 | 0.0571 0.0000
Prom. | 03315 0.3305 0.3315 0.3305 0.3305 0.3315 0.3305 0.3305 0.3315 | 0.330  0.0004
D. E. 0.4258 04265 0.4258 04265 0.4265 04258 0.4265 04265 0.4258 | 0.4262 0.0002
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6.3.3 Diferenciacién genética entre las poblaciones

Contrario a lo que se esperaba, no se detectd una estructura
poblacional. De acuerdo con el AMOVA (Cuadro 6.14), toda la variacion se
registré dentro de las poblaciones (100%) y no hay variaciéon entre los grupos
de poblaciones (0.24%) o bien entre las poblaciones grandes con respecto a
las medianas, medianas con respecto a las chicas, etc. Tampoco hay variacién
entre las poblaciones dentro de los grupos (-1.23%) o entre poblaciones del
mismo tamano (grandes con grandes, medianas con medianas, etc). Se
esperaba encontrar variacion entre los grupos, por ejemplo, que las
poblaciones chicas fueran distintas que las medianas y todavia mas distintas

que las grandes.

Cuadro 6.14. Analisis de estructura genética AMOVA (P<0.001).

Fuente de Grados Suma de Componentes Porcentaje
variacion libertad | cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 2 1.407 0.00240 0.24
Entre
poblaciones 6 1.633 -0.01234 -1.23
dentro de grupos
Dentro de 531 537.833 1.01287 100.99
poblaciones
Total 539 540.874 1.00292

La Fst calculada a partir del promedio de la heterocigosidad esperada en
la poblacion total para todos los loci (Ht) y el promedio de la heterocigosidad
esperada dentro de subpoblaciones para todos los loci (Hg) (Cuadro 6.1), fue
igual a cero lo que quiere decir que no hay diferenciacion genética entre las

poblaciones.
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Todos los valores de los indices Fis (para cada poblacion) 6 Ris (ya que
el método de distancia usado fue la suma de diferencias de tamafio cuadradas)
fueron negativos (promedio -0.6835), haciendo evidente el exceso de
heterocigosidad, por lo que dentro de las poblaciones los apareamientos no
son aleatorios.

Con respecto a las distancias genéticas entre las poblaciones, los
valores de Rst son mostrados en la matriz (Cuadro 6.15). Los valores
estuvieron en el rango de -0.001 a -0.052 y no fueron significativos, lo que
indica que las poblaciones no son diferentes. Solamente el par de poblaciones
de los fragmentos Playa Escondida (mediano) y Fragmento 3 (chico) fue

significativo (P<0.05), por lo que estas dos poblaciones son diferentes entre si.

Cuadro 6.15. Valores de Rsr. Método de distancia: suma de diferencias de tamafo
cuadradas. Debajo de la diagonal valores de Rsy, por encima de la diagonal valores de P.
Valor de significancia 0.05. *Valor significativo.

SEza LH SEzb LP CB PE F3 F4 F6

SEza | 0.0000 | 0.8108 | 0.3873 | 0.6846 | 0.0900 | 0.0540 | 0.8558 0.9909 | 0.8558

LH | -0.0169 | 0.0000 | 0.9909 | 0.9729 | 0.3873 | 0.2702 | 0.6756 0.9909 | 0.9909

SEzb | -0.0167 | -0.0169 | 0.0000 | 0.9729 | 0.4234 | 0.3873 | 0.3153 0.8108 | 0.9909

LP -0.0169 | -0.0169 | -0.0174 | 0.0000 0.9909 0.9909 0.9189 0.7747 0.9819

CB | -0.0145 | -0.0146 | -0.0147 | -0.0177 | 0.0000 | 0.4324 | 0.1081 0.7837 | 0.3153

PE | -0.0165 | -0.0167 | -0.0168 | -0.0176 | -0.0147 | 0.0000 | 0.0400* | 0.5315 | 0.1801

F3 -0.0169 | -0.0168 | -0.0167 | -0.0171 | -0.0144 | -0.0164 | 0.0000 0.9909 | 0.7027

F4 -0.0187 | -0.0186 | -0.0186 | -0.0181 | -0.0185 | -0.0183 | -0.0187 | 0.0000 | 0.9909

F6 -0.0169 | -0.0169 | -0.0169 | -0.0176 | -0.0146 | -0.0167 | -0.0168 | -0.0186 | 0.0000

Dado que no se detectaron alelos unicos podria pensarse que hay
dispersion y flujo génico entre las poblaciones de todos los fragmentos de
selva. Sin embargo, no hay evidencia o registros de presencia de esta lagartija
en cercas vivas, potreros o pastizales.

Los resultados de la prueba exacta de diferenciacién poblacional
(Cuadro 6.16) mostraron que algunas poblaciones no son panmicticas

(P<0.05). Los genotipos no estan distribuidos al azar, entonces la probabilidad
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de que un individuo se aparee al azar con cualquier otro individuo no es la
misma. Los 3 pares de poblaciones de los fragmentos grandes (SEza vs. LH,
SEza vs. SEzb, LH vs. SEzb) mostraron que no son significativamente
diferentes, y por lo tanto son panmicticos entre si. Lo mismo se observo entre
las poblaciones de los fragmentos pequefios (F3 vs. F4, F3 vs. F6, F4 vs. F6).
Con las poblaciones de los fragmentos medianos fue lo contrario ya que los 3
pares (LP vs. CB, LP vs. PE, CB vs. PE) resultaron significativos (P<0.05) por
lo que no hay panmixia entre estas poblaciones; tampoco son panmicticas con
respecto a las poblaciones de los fragmentos grandes ni con las de los
fragmentos pequefios. En cuanto a pares de poblaciones de fragmentos de
diferente tamafio se observo que no son panmicticos (P<0.05), por ejemplo los
pares de las poblaciones SEza vs LP, CB vs SEzb, F3 vs LP. Si la Fst es de
cero, esta prueba no deberia resultar significativa para la mayoria de pares de

poblaciones.

Cuadro 6.16. Prueba exacta de diferenciacion poblacional. Debajo de la diagonal valores
de P, arriba de la diagonal diferencias significativas + (nivel de significancia 0.05).

SEza LH SEzb LP CB PE F3 F4 F6
SEza 0 - - P<0.05 | P<0.05 - P<0.05 - P<0.05
LH 0.18887 0 - - - P<0.05 - - -
SEzb | 0.25630 | 0.37144 0 P<0.05 | P<0.05 | P<0.05 - - -
LP 0.04248 | 0.90846 | 0.02472 0 P<0.05 | P<0.05 | P<0.05 | P<0.05 -
CB 0.00000 | 0.53611 | 0.00473 | 0.00526 0 P<0.05 | P<0.05 - P<0.05
PE | 0.09160 | 0.00911 | 0.02876 | 0.00214 | 0.00009 0 P<0.05 - -
F3 0.03073 | 0.31739 | 0.76336 | 0.01276 | 0.03645 | 0.01784 0 - -
F4 0.07882 | 0.61187 | 0.50087 | 0.04064 | 0.15406 | 0.08319 | 0.50032 0
F6 0.03212 | 0.69384 | 0.20825 | 0.05689 | 0.04143 | 0.21239 | 0.16413 | 0.56588 0

El andlisis para detectar alelos nulos usando el programa
MICROCHECKER mostré que no hay evidencia de la presencia de éstos ni de

otros errores de genotipificacion.
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7. DISCUSION

En esta seccion del estudio se abordaran los resultados mas importantes
producidos por las secuencias del gen mitocondrial y por los microsatélites.
Contrario a lo que se esperaba, no se detectaron efectos relevantes de la
fragmentacion de la selva en Anolis uniformis. Parece que el tiempo de
fragmentacion no ha sido suficiente para reflejar efectos entre las poblaciones.
Ademas, también para los microsatélites se discuten aspectos como la
amplificacion cruzada y el exceso de heterocigosidad asi como otros métodos

para su estudio.

7.1 Secuencias del gen mitocondrial ND4

Las secuencias del gen mitocondrial ND4 ayudaron a revelar la baja
estructura genética de Anolis uniformis en la region de los Tuxtlas. Todas las
poblaciones comparten un haplotipo, por lo que pareceria que hay suficiente flujo
génico homogeneizando las poblaciones. Sin embargo, la presencia de algunos
haplotipos uUnicos en la mayoria de las poblaciones, indican que no hay flujo
génico, pues estos haplotipos no se comparten. Esto sugiere que la fragmentacion
es reciente al mantenerse un haplotipo comun a todas las poblaciones, pero las
poblaciones han evolucionado independientemente generando varios haplotipos
Unicos por poblacién. La red de haplotipos mostré que los pasos mutacionales
acumulados tienen un valor de uno y el mayor numero de pasos observados fue
de 4, soportando que la fragmentacién de la selva en la Region de los Tuxtlas es
reciente.

Dentro de las poblaciones se obtuvo una variacién genética baja, lo que

probablemente se debe al tamano de la muestra. Al comparar estos resultados



con otros estudios (Cuadro 7.1), se observa que los valores de la diversidad
nucleotidica para Anolis uniformis son bajos y también se observa un menor
nuamero de sitios variables. Por ejemplo, para Sceloporus woodi, en secuencias de
273 pares de bases de 135 individuos, se registraron 44 sitios variables, 30
haplotipos y una diversidad alélica de 0.91.

La prueba de neutralidad selectiva de Tajima (D) arrojé valores negativos
por lo que 6 es mayor que =z, pudiendo haber mutaciones deletéreas y seleccion
purificadora. Sin embargo, todos los valores fueron no significativos (lo que en
parte puede deberse al tamafio de muestra pequefio (Hartl, 2000)) y puede

decirse que la evolucién es neutral.

Cuadro 7.1. Comparacion de la diversidad haplotipica y nucleotidica. (N) Numero de
muestras, (pb) longitud de la secuencia en pares de bases, (SV) nimero de sitios variables,
(H) namero de haplotipos, (h) diversidad haplotipica y (x) diversidad nucleotidica.

Especie N Pb SV H h /4 Referencia
Anolis uniformis 45 790 16 13 0.50 0.001 Este estudio
Sceloporus woodi 135 273 44 30 0.91 0.009 Clark et al., 1999
Lacerta schreiberi 83 663 - 24 - 0.025 Paulo et al., 2001
Holbrookia maculata 39 797 29 - - 0.012  Rosenblum et al., 2004
Aspidocelis inornata 29 779 11 - - 0.001 Rosenblum et al., 2004
Amphibolurus nobbi 94 2008 82 40 - - Driscoll y Hardy, 2005

Las secuencias mitocondriales son apropiadas en estudios filogenéticos, o
bien, si se aplica con poblaciones con una amplia distancia geogréafica (e.g., Paulo
et al., 2001; Zarza et al., 2007). Los efectos de procesos histéricos se acentuan
cuando los patrones genéticos son analizados con marcadores moleculares que
tienen tasas de mutacion conservativas como las isoenzimas y el DNA
mitocondrial (DNAmt). En la mayoria de los casos, cuando se usan estos
marcadores, es poco probable que estén sincronizados con procesos actuales de

fragmentacion del habitat (Larson et al., 1984). Marcadores hipervariables como



los microsatélites, con tasas de mutacion rapidas, tienen la capacidad de rastrear
procesos actuales mas rapidamente, lo que los hace ideales para estudios

genéticos de fragmentacion (Cunningham y Moritz, 1998).

7.2 Microsatélites
7.2.1 Efectos de la fragmentacién de la selva

La situacién de Anolis uniformis es complicada; aparentemente no esta
siendo afectada por la fragmentacién de la selva y parece que el tiempo de
fragmentacion no ha sido suficiente para reflejar efectos entre las poblaciones de
esta especie. Anolis uniformis es la especie de lagartijia mas abundante en la
Region de los Tuxtlas (Cabrera, 2005) y no es evidente un decline demografico.
Sin embargo, es probable que se encuentre en una etapa temprana critica de
erosion genética (ver Sirkwan y Wooddruff, 2000). Puede ser que la diversidad
alélica se esté perdiendo mas rapidamente que la heterocigosidad.

Sirkwan y Wooddruff (2000), reportaron estos eventos para algunas
especies de mamiferos; usaron 7 microsatélites para conocer y monitorear la
erosion genética en tres especies de pequefios mamiferos en zonas fragmentadas
en Tailandia. Encontraron que la respuesta demografica y genética a la
fragmentacion fue especifica para cada especie, reflejando diferencias en historia
de vida y comportamiento. La variacién alélica invariablemente se perdi6 mas
rapido que la heterocigosidad y en una especie en particular la erosion genética
estuvo precedida claramente por decline demografico. Ademas, también
encontraron que las poblaciones fragmentadas recientemente perdieron la
variacion mas rapido que lo admitido para una practica de conservacion y que la

erosion genética puede comenzar antes de que sea evidente el decline



demografico. Para una especie de lagartia (Gynpetoscincus queensladiae),
Sumner et al. (2004), encontraron que los cambios observados en la diversidad
genética dentro y entre las poblaciones fueron pequenos, pero en la direccién que
predice la teoria de la erosién genética, ya que observaron un decremento
importante en la diversidad alélica de poblaciones de fragmentos pequefos.

En teoria se tienen claros los efectos de la erosion genética en la viabilidad
de poblaciones pequefias que han sufrido fragmentacion, pero los estados
tempranos criticos en el proceso no han sido documentados porque los cambios
son rapidos y dificiles de monitorear (Sirkwan y Wooddruff, 2000). En el caso
Anolis uniformis las poblaciones de los fragmentos pequefios se comportan igual
que las de los fragmentos grandes, cuando se esperaba que presentaran menos
variacion genética y una marcada diferenciacion con respecto a las poblaciones de
los fragmentos grandes. Por lo anterior, es recomendable monitorear la erosion

genética de las poblaciones fragmentadas en la Regién de los Tuxtlas.

7.2.2 Baja diversidad alélica

En este estudio se registrd un bajo numero de alelos para todos los loci en
todas las poblaciones de Anolis uniformis. Lo anterior puede deberse a la
“amplificacion cruzada”. Esta documentado que aunque se haya observado un
elevado polimorfismo en la especie para la que originalmente fueron aislados los
microsatélites, no garantiza que este polimorfismo se observe similar en especies
relacionadas, especialmente a medida que se incrementa la distancia evolutiva
(Rubinsztein et al., 1995; Morin et al., 1998; Zane et al., 2002). Para las especies
A. oculatus y A. roquet, especies para las que originalmente fueron aislados los

microsatélites probados y usados en A. uniformis, se obtuvieron loci altamente



polimérficos, detectandose de cinco a 24 alelos, en cambio en A. uniformis sélo se
detectaron dos y tres alelos. Stenson et al. (2000) probaron seis microsatélites
altamente polimorficos para A. oculatus (mismos que fueron usados en este
estudio) en otras especies de la serie bimaculatus, resultando en la disminucion de
alelos, pero no tan notable como en A. uniformis. Esto corrobora que mientras
aumenta la distancia entre las especies hay menos oportunidad de encontrar loci
altamente polimoérficos. En la filogenia propuesta por Nicholson et al. (2005)
basada en el gen mitocondrial ND2, es evidente que, aunque pertenecen al mismo
género, la distancia entre las especies para las que fueron aislados originalmente
los microsatélites (A. oculatus y A. roquet) con respecto a A. uniformis es
considerable. Ademas de lo anterior, no se descarta la accion de fuerzas
evolutivas como la deriva génica, que podria estar disminuyendo la variabilidad
genética.

Morin et al. (1998), mediante un estudio de rastreo y comparacion de
microsatélites de humanos en babuinos, encontraron que el tamano de los alelos
se conserva, pero no el numero. En babuinos se detecté la tendencia a presentar
menor numero de alelos que los identificados en humanos. Sugieren que la
seleccion de los microsatélites no debe hacerse con base en la diversidad alélica
sino al azar o bien en las unidades de repeticiéon. Al igual que en este caso, los
microsatélites probados en A. uniformis estuvieron dentro del rango de tamafio de
los alelos (pb), pero no en numero y esto es una consecuencia de la amplificacion
cruzada.

Debido a lo anterior es de gran importancia tener microsatélites especificos
para A. uniformis, ya que se podria obtener mayor variacion genética. También es

importante analizar la situacién de las especies hermanas y comparar con A.



uniformis para saber si la carencia de alelos se presenta en la especie o en el

grupo.

7.2.3 Diferenciacion poblacional

Los valores negativos de Rsr pueden explicarse por la combinacién de
varios factores, por ejemplo, diferencias en la magnitud de varianza del tamano de
los alelos entre loci. La baja varianza en el tamafo de alelos (loci menos variables)
contribuyen poco al valor final de Rsr (Goodman, 1997); ademas, Slatkin (1995)
supone el modelo de islas de estructura poblacional, apareamientos al azar y una
poblacion en equilibrio deriva-mutacion, criterios que no pueden satisfacerse en
poblaciones naturales, por lo tanto pueden ser una fuente de error en la
estimacion de diferenciacion genética (Goodman, 1997).

De acuerdo con los resultados de distancias genéticas, las poblaciones no
son diferentes; no hay diferenciacion genética, excepto para el par de poblaciones
de los fragmentos Playa Escondida (mediano) y Fragmento 3 (chico). Los
resultados no son los esperados ya que se pensaba que habria una mayor
diferenciacion entre los fragmentos a medida que éstos estuvieran mas alejados.
Estos resultados, sin embargo, corroboran el poco tiempo que la selva lleva
fragmentada asi como la reciente separacion de las poblaciones. Resultados
similares se observaron en el estudio de Sumner et al. (2004), en el que
Gnypetoscincus queenslandiae solo ha sufrido pequefios cambios genéticos como
consecuencia de una fragmentacién del habitat de 50 a 80 anos.

Otra posible razén por la que tampoco se observé diferenciacion
poblacional es que las poblaciones de Anolis uniformis tengan tamanos grandes (o

tuvieron un tamafio considerable antes de la fragmentacién), y muy poca deriva



génica o bien que estén siendo afectadas por presiones de seleccion similares. La
prueba exacta de diferenciacion poblacional mostré que los genotipos no se estan
distribuyendo al azar, por lo tanto, los apareamientos no son aleatorios. No hay
pruebas de flujo génico aunque la estimacién del Nm no mostré alelos unicos, y la
deriva todavia no esta actuando tan severamente como para generar diferencias
genéticas entre las poblaciones, sobre todo las mas pequefias que estan en
fragmentos chicos. Es necesario poner toda la atencion en estos fragmentos de
selva y en toda la region de los Tuxtlas. Aunque los resultados mostraron un
exceso de heterocigosidad, en el futuro, si las poblaciones permanecen aisladas
por mas generaciones seran irreversibles los dafos causados por la
fragmentacion, evitando asi la dispersion y flujo génico entre las poblaciones y
promoviendo la endogamia hasta tener una notable pérdida de variabilidad
genética con lo que se reduciran las oportunidades de adaptacion y llevara a la
extincion de la especie. En este estudio sélo nos enfocamos en la especie mas
abundante de lagartija, lo que nos lleva a preguntar en qué situacion estan las
especies menos abundantes de reptiles y anfibios y en qué forma pueden estar
siendo afectadas.

No se detectd una estructura poblacional para Anolis uniformis, pero si hay
una estructura reproductiva. Los resultados de la prueba de diferenciacion
poblacional revelaron que las poblaciones de los fragmentos grandes fueron
panmicticas entre si al igual que las de los fragmentos pequenos. En el caso de
los fragmentos grandes y chicos los resultados son congruentes con la Fsr=0;
estos sitios tienen relativamente poco tiempo desde la fragmentacion. Ademas los
fragmentos de selva grandes no estan completamente separados, habiendo aun

conectividad entre la parte alta y baja de la estacion por un estrecho de selva y



éstas con Los Hubber con un continuo de vegetacion a la orilla de Laguna
Escondida. Estos conectores pueden funcionar como corredores para especies no
tolerantes a pastizales. Para los fragmentos pequefios la presencia de la unidad
reproductiva se debe probablemente a que son fragmentos mucho mas jovenes,
de 25 a 30 anos. En cambio, en las poblaciones de los fragmentos medianos, no
se observa una unidad reproductiva siendo no panmicticas entre si y con los
demas fragmentos grandes y pequefios; tienen mas tiempo de aislamiento
estimandose mas de 100 afios para Cerro del Borrego, y entre 40 y 50 para La
Perla. Playa Escondida es uno de los fragmentos mas jovenes del sistema; hace
aproximadamente 10 anos se perdié la conectividad total, y aun mantiene similitud
genética con la selva de la Estacion.

Si la Fsr es de cero, la prueba exacta de diferenciacion poblacional no
deberia resultar significativa para algunos pares de poblaciones. Lo anterior puede
ser un reflejo del poco tiempo de fragmentacion de la selva y de la ausencia de
flujo génico. Los genotipos no se estan distribuyendo azarosamente, las
poblaciones pequefas estan totalmente asiladas y no hay forma en que pueda
suscitarse algun evento de intercambio de migrantes entre ellas y las demas
poblaciones, por lo que se estan empezando a reflejar los primeros efectos de la

fragmentacion.

7.2.4 ¢(Reciente reduccién del tamafo efectivo?

Dado que la diversidad alélica se reduce mas rapido de lo que se reduce la
heterocigosidad durante un cuello de botella (Nei et al., 1975; Cornuet y Luikart,
1996), es probable que las poblaciones de Anolis uniformis hayan sufrido una

reduccién reciente en el tamafo efectivo (indice Garza-Williamson 0.330). Para



loci selectivamente neutrales, el numero de alelos y la distribucion de frecuencias
de los alelos en poblaciones naturales es resultado de un equilibrio entre mutacién
y deriva génica. Los parametros de éste equilibrio son la tasa de mutacion y el
tamano efectivo de la poblacién. Cuando en una poblacién ocurre un cuello de
botella y el tamano efectivo de la poblacion se reduce significativamente, también
hay una reduccion correlativa y progresiva del numero de alelos y generalmente
desarrolla un exceso de heterocigosidad (Cornuet y Luikart, 1996). Este exceso se
debe a que los alelos raros generalmente se pierden mas rapido debido a la deriva
génica. Si una poblacion ha sufrido una reduccion reciente de tamafo, presentara
un déficit de alelos raros con respecto al nUmero esperado en una poblacion en
equilibrio. Debido a que los alelos raros contribuyen muy poco a la heterocigosidad
esperada, habra un exceso de heterocigosidad observada cuando se compare con
una poblacién en equilibro con un numero equivalente de alelos (Cornuet y Luikart,
1996).

El exceso de heterocigosidad se puede explicar por medio de varias
hipétesis como por ejemplo la dominancia (o recesivos deletéreos) en donde las
mutaciones espontaneas generan continuamente alelos recesivos letales o
deletéreos que se expresan en los individuos homocigos, asi, los individuos
heterdcigos funcionan mejor para un mayor numero de genes. Por otra parte esta
la sobredominacia (o ventaja del heterécigo) en la que un individuo heterécigo
puede ser mas exitoso que los dos homdcigos para un locus; los heterécigos
tienen la informacién de los dos homacigos, por lo tanto, pueden funcionar mejor
en un mayor rango de condiciones y ser mas estables (Dobzhansky et al., 1977;

Allendorf y Leary, 1986).



En este estudio, el exceso de heterocigosidad también podria entenderse
como una ventaja sobre los heterécigos si los microsatélites no fueran
selectivamente neutros. Actualmente no hay evidencia directa del papel que
juegan los microsatélites en el genoma de eucariontes, pero existen trabajos que
sugieren que fuerzas evolutivas como la seleccion podria estar limitando las
unidades de repeticion (Garza et al., 1995) actuando directamente en la evolucion
de algunos microsatélites (Estoup y Cornuet, 1999). Intuitivamente los arreglos de
repeticion de los di 6 tetranucleo6tidos generalmente han sido considerados como
no-codificantes, porque las secuencias y su polimorfismo podrian romper cualquier
marco de lectura abierta. En este estudio la mayoria de los loci usados son
dinucledtidos, por lo que se esperaria que este exceso de heterocigosidad fuera
por la reduccion reciente en el tamafo de las poblaciones y no por la accion de la

seleccion natural.

7.2.5 Otros métodos para el estudio de microsatélites

Aunque los microsatélites amplificaron exitosamente en Anolis uniformis, los
productos de PCR sélo se separaron por medio de geles de poliacrilamida. Esta
técnica puede llegar a requerir mas horas de trabajo de laboratorio, pero sobre
todo ser menos eficiente que el marcaje de los primers con fluorescencia y
deteccion en secuenciador automatico.

Los productos de PCR pueden ser mejorados con un sistema de
desnaturalizacién y uno de tres métodos de amplificacién. Primero, pueden usarse
primers marcados en el extremo 3’ con ATP (y>2P) o ATP (y**P) para lo cual un
primer de cada par de locus es marcado usando T4 polinucleétido kinasa. La

reaccion de PCR se mezcla con un desnaturalizante (por ejemplo formamida,



EDTA, azul de bromofenol y azul de xilencianol) y calentado por aproximadamente
5 minutos a 95°C antes de cargar en el gel. Segundo, **S ¢ nucleétidos trifosfato
P (NTPs) pueden ser incorporados directamente en la reaccion de PCR.
Finalmente se puede usar tecnologia de secuenciacion automatizada, donde los
primers son marcados en el extremo 5 con fluorescencia de varias longitudes de
onda y detectados por laser. Con este sistema pueden correrse varios loci al
mismo tiempo aun cuando los alelos sean del mismo tamafo (Scribner y Pearce,
2000).

Se recomienda en el futuro se marquen los siete pares de primers con
fluorescencia y sean detectados en secuenciador y asi poder comprobar el

namero de alelos y sus tamafos para cada locus.

7.2.6 DNA mitocondrial y microsatélites

A pesar de que los microsatélites presentan tasas de mutacion mucho
mayores que las del DNA mitocondrial, los resultados finales fueron similares. Por
medio de las secuencias del gen mitocondrial y de los microsatélites se apoya la
hipotesis de la reciente fragmentacion de la selva con escasos efectos genéticos
sobre Anolis uniformis. Los resultados del analisis de las secuencias demuestran
que aunque hay haplotipos unicos para algunas poblaciones, los pasos
mutacionales a partir del haplotipo ancestral son escasos reflejando el poco
tiempo de fragmentacién de la selva. Ademas, las medidas de diversidad genética
(diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica) mostraron valores bajos
evidenciando escasa estructura genética de la especie en la regién.

Los microsatélites arrojaron informacion relevante como una baja diversidad

alélica, que aunque pueda deberse a la amplificacion cruzada no se descarta la



pérdida de alelos por erosion genética. Por medio de estos marcadores
moleculares tampoco se detectd una estructura genética ya que toda la variaciéon
genética se presentd dentro de las poblaciones. De acuerdo con la Fsr no hay
diferenciacion genética entre las poblaciones lo que demuestra que la
fragmentacion en la region de los Tuxtlas es reciente y por lo tanto no se detectan

problemas genéticos graves en A. uniformis.



CONCLUSIONES

Es posible que en las poblaciones de Anolis uniformis en los Tuxtlas haya existido
una pérdida acelerada de diversidad alélica (en la que la mayoria de microsatélites
tiene solo dos alelos para todas las poblaciones), pero no de heterocigosidad. De
acuerdo con los resultados, parece que todavia no es evidente el efecto de la
fragmentacion. Es probable que 40 afios aproximadamente no sea suficiente
tiempo como para revelar graves problemas en las poblaciones de esta especie, y
quizd tampoco lo sean el tamafio de los fragmentos y la distancia entre ellos. A
pesar de esto, si se detectd una estructura reproductiva; las poblaciones de los
fragmentos grandes resultaron panmicticas entre si, al igual que las de los
fragmentos pequefios, pero no las poblaciones de los fragmentos medianos, lo
gue nos hace pensar que se estan empezando a reflejar los primeros efectos de la
fragmentacion. Estudios recientes han documentado la presencia de esta especie
en selva continua y en fragmentos de selva (e.g., Urbina et al., 2006) y no se ha
registrado su presencia en potreros o pastizales. La dependencia de esta especie
a la selva indica que las poblaciones si estan siendo afectadas por la
fragmentacion, ya que los potreros representan una barrera evitando el flujo
génico. Es probable que esta especie se encuentre en un estado temprano de
erosion genética. Se espera que si las poblaciones pequefias permanecen
aisladas por mas generaciones habrd una pérdida importante de variacion

genética y la accion de la deriva génica sera mas severa.



El futuro

Hasta este momento se ha visto que el tiempo que lleva fragmentada la
selva no ha sido suficiente para manifestar problemas en las poblaciones de
Anolis uniformis. No se puede asegurar que el tamafio de los fragmentos y las
distancias entre ellos sean determinantes en la variacion genética y en la
diferenciacion poblacional. Debido a que no hay suficientes datos y a que el
proceso de erosidn genética puede llegar a ser muy rapido, se propone el
monitoreo de esta especie en la region. Se sugiere que se lleven a cabo colectas
de tejido (por lo menos cada dos afios) en los mismos fragmentos de selva asi
como en fragmentos mas alejados (Santa Martha, Jaguarundi, Francisco Villa, etc)
e incluso cubrir todo el rango de distribucidon de la especie; aislar y usar
microsatélites especificos para A. uniformis (marcados con fluorescencia para ser
detectados en un secuenciador automatico) y analizar también a las especies
hermanas. Ademas, se debe integrar datos moleculares con otro tipo de datos, por

ejemplo, demograficos y conductuales de esta lagartija.
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APENDICE |

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA POR FENOL/CLOROFORMO

Dia 1.

- Rotular una serie de microtubos de 1.5 ml. Afdadir un fragmento de tejido (de
aproximadamente 3 mm?), 600 pl de buffer de extracciéon (10mM Tris-HCI pH 8;
100mM EDTA y 100mM NaCl y 1% SDS) y 7 ul de proteinasa K (a 20mg/ml).

- Se dejan incubando a 56°C con agitacion, durante 24 hrs.

Dia 2.

- En los tubos con las muestras, afadir 300 pl de fenol y 300 pl de cloroformo
(diclorometano + isoamilico, 24:1). Agitar bien y centrifugar 10 minutos a 13200
rpm.

- Trasladar el sobrenadante a la segunda serie de tubos rotulados y afiadir 600ul
de cloroformo, agitar bien y volver a centrifugar 10 min.

- Trasladar el sobrenadante en la tercera serie de tubos y afiadir 700 pul de alcohol
frio (100%). Dejar precipitar durante toda la noche a 4°C.

Dia 3.

- Centrifugar durante 10 minutos a 13200 rpm, de preferencia en una centrifuga
refrigerada. Decantar el alcohol o sacarlo utilizando una pipeta de 200 pl, teniendo

cuidado de no llevarse el boton de ADN.

- Afadir a cada tubo 700 pul de etanol al 70% frio. Volver a centrifugar 10 minutos a
la misma velocidad.

- Decantar de nuevo el alcohol o sacarlo utilizando una pipeta de 200 pl, teniendo
cuidado de no llevarse el botén de ADN.

- Secar el precipitado en la centrifuga con vacio o dejar secando los tubos
abiertos dentro de una caja con tapa, de un dia para otro.

- Resuspender en 200 ul de agua bi-destilada esterilizada.



APENDICE Il

AMPLIFICACION GEN MITOCONDRIAL Y MICROSATELITES

Primers ND4

ND4-Leu

STOCK 25ul RXN
ddH20 17.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 2.0
dNTP Mix (10 mMm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pm) 0.5
Taqg (5 U/ 0.125
DNA (10ng/pl) 2
Microsatélites

A0GT2

STOCK 15ul RXN
ddH20 2.22
Buffer 10x (libre Mg) 1.50
MgCl, (50mm) 0.75
dNTP Mix (2.5 mMm) 1.20
Taq (5 U/l 0.20
Glicerol (100%) 0.38
Primer F (1 um) 1.875
Primer R (1 um) 1.875
DNA (10ng/pl) 5
AoGT9

STOCK 25ul RXN
ddH20 16.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 2.0
dNTP Mix (10 mMm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pm) 0.5
Taq (5 U/l 0.125
DNA (10ng/pl) 3

Desnatur. inicial 94 °C 5 min.
Desnaturalizacion 94 °C 1 min
Alineamiento 55 °C 1min
Extension 72 °C 1 min
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos
Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 52.5°C 30 seg
Extension 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos
Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 55°C 30 seg
Extension 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos



A0SA18

STOCK 25ul RXN
ddH20 17.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 2.0
dNTP Mix (10 mm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pM) 0.5
Taq (5 U/l 0.125
DNA (10ng/pl) 2
A0BA36

STOCK 25ul RXN
ddH20 11.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 7.0
dNTP Mix (10 mMm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pM) 0.5
Taq (5 U/l 0.125
DNA (10ng/pl) 3
Ar014

STOCK 25ul RXN
ddH20 16.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 2.0
dNTP Mix (10 mMm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pm) 0.5
Taqg (5 U/l 0.125
DNA (10ng/pl) 3
Ar035

STOCK 25ul RXN
ddH20 16.2
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 2.0
dNTP Mix (10 mMm) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pm) 0.5
Taqg (5 U/l 0.125
DNA (10ng/pl) 3

Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 55°C 30 seg
Extensiéon 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos
Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 57 °C 30 seg
Extension 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos
Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 57 °C 30 seg
Extension 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos
Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 55°C 30 seg
Extension 72 °C 30 seg
Extension final 72°C 5 min

35 ciclos



Aro65

STOCK 25l RXN
ddH20 134
Buffer 10x (libre Mg) 2.5
MgCl, (50mm) 3
dNTP Mix (10 mM) 0.2
Primer F (10 um) 0.5
Primer R (10 pm) 0.5
Taq (5 U/l 0.125

DNA (10ng/ul) 3

Desnatur. inicial 94 °C 3 min.
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 64.5°C 30 seg
Extension 72°C 30 seg

35 ciclos
Extension final 72°C 5 min
60 °C 30 min



APENDICE I

GELES DE POLIACRILAMIDA

Geles nativos, no desnaturalizados

Para prepara un gel, camara de electroforesis P9Ds OWL (geles de 14 x 16 cm).

6% 8% 10% 12%
Acrilamida 40% 4.0 ml 5.4 ml 6.8 ml 8.1 ml
Buffer TBE 5x 5.4 ml 5.4 ml 5.4 ml 5.4 ml
dH-0 18.4 mi 16.8 ml 15.6 ml 14.5 ml
APS 25% 140 ul 140 ul 140 pl 140 ul
TEMED 14 pl 14 ul 14 ul 14 pl

Para correr geles se usa Buffer TBE 1x.
Buffer de carga: 0.025% bromofenol, 0.025% xilene cianol, glicerina.

Geles Desnaturalizados

Para preparar acrilamida:

Acrilamida 6% urea 7M (100ml)
dH,0 35 ml
Buffer TBE 10x 10 ml
Urea 429
Acrilamida 40% 15 ml

Filtrar con malla de 0.45 microtones y aforar a 100ml. Almacenar a 4°C en un
recipiente obscuro.

Para prepara un gel, camara de electroforesis P9Ds OWL (geles de 14 x 16 cm):

Acrilamida 6% urea 7M 28 ml
Aps 10% 84 ul
TEMED 24 ul

Para correr geles se usa Buffer TBE 1x.
Buffer de carga desnaturalizante: Formamida 96% EDTA 20mM pH8.0, Azul de
bromofenol 0.025% xilene cianol 0.025%). Almacenar a 4°C.



Para preparar Buffer TBE 10x:

Trizma base 108 gr
Acido Bérico 55 gr
0.5 M EDTA 40 ml
ddH,0 600 ml

Disolver muy bien y aforar a 1L.




APENDICE IV

TINCION CON NITRATO DE PLATA

Solucioén fijadora - EtOH 10%, Acido acético 0.5

100 ml 200 ml 400 ml 800 ml 2L
EtOH 10 ml 20 ml 40 ml 80 ml 200 mi
Ac. ac. 500 pl 1ml 2ml 4 ml 10 ml
dd H,O 89.5 ml 179 mi 358 ml 716 ml 1790 ml
Solucion de tincién - Nitrato de plata (AgNOs3)

100 ml 200 ml 400 ml 800 ml 1L
AgNO3; 200 mg 400 mg 800 mg 16g 29
dd H,O 100 ml 200 ml 400 ml 800 mi 1L
Solucién reveladora — 3% NaOH + formaldehido*

100 ml 200 ml 400 ml 800 ml 2L
NaOH 39 69 12 g 24 g 60 g
dd H,O 100 ml 200 ml 400 ml 800 ml 2L
Formald. 500 ul 1ml 2ml 4 ml 6 ml
*el formaldehido se agrega al momento, usar mascara.
Solucién detenedora — EDTA

100 ml 200 ml 400 ml 800 ml 2L

EDTA Nay.H,O 39 60 159 309 60 g
dd H,O 100 ml 200 mi 500 ml 1L 2L




Tincion:

- Lavar con la solucién fijadora durante 5 minutos (100 ml para un gel).

- Enjuagar con agua 3 veces

- Lavar con nitrato de plata de 7 a 10 minutos

- Enjuagar con agua 3 veces

- Lavar con solucion reveladora + 500 pl de formaldehido de 10 a 15 minutos o
hasta que aparezcan bandas

- Enjuagar con agua destilada una vez

- Agregar solucion detenedora.



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	2. Objetivos
	4. Área de Estudio
	5. Método
	6. Resultados
	7. Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada
	Apéndice I
	Apéndice II
	Apéndice III
	Apéndice IV



