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RESUMEN

Actualmente la diversidad de los seres vivos atraviesa por una crisis. Muchas especies se
encuentran amenazadas o en peligro y en el peor de los casos, ya se han extinto por
efecto de las actividades del hombre. Entre las especies de reptiles con mayor amenaza
de extincion estd Ctenosaura oaxacana, especie endémica de México que se distribuye
en la vertiente pacifica del istmo de Tehuantepec, Oaxaca y habita en tierras bajas de
selva baja caducifolia a altitudes que van de los 0 a 250 m snm. Existen trabajos sobre su
ecologia, pero s6lo dos tocan de alguna forma su genética; uno prueba si algunos
marcadores microsatelitales amplifican en la especie y el otro analiza la diversidad
genética de soélo nueve individuos de una localidad.

En este trabajo se evalué el efecto de la fragmentacion del habitat en la diversidad
genética de C. oaxacana comparando un bosque continuo y un area fragmentada. Las
muestras del bosque continuo se obtuvieron en tres distintos muestreos en los anos 2011,
2013 y 2014 en la localidad de Nizanda. Las muestras del bosque fragmentado se
obtuvieron en un solo muestreo en la localidad de Paja Blanca en el afo 2014. Se colecté
un total de 65 muestras, 37 de Nizanda y 28 de Paja Blanca.

Las muestras se analizaron con siete marcadores microsatelitales. Los datos
moleculares arrojaron que existe diferencia en la variacién genética de la especie entre el
bosque fragmentado y el continuo, lo que sugieren que la fragmentacion si tiene
consecuencias sobre la diversidad genética de esta especie. Paja Blanca cuenta con Hp =
0.217, y una He = 0.244. Nizanda cuenta con Hp = 0.519, y una He = 0.521. Ambas
localidades se encuentran en un equilibro Hardy-Weimberg, pero Paja Blanca tiene un
menor numero de heterdcigos que Nizanda, y ambas localidades tienen menor diversidad
genética en comparacion con otras especies de iguanas, pero similar a la reportada para
especies insulares. El Fst = 0.292 y el Rst = 0.801, indican que existe una estructuracion
genética entre las dos localidades. Cada una presenta su propia identidad genética, con
alelos compartidos y alelos propios, en especial con Pec 25 en la que todos los alelos son
unicos para cada localidad. Ademas, la diferencia entre el Fsr y el Rst sugieren que la
principal fuente de variacién es la mutaciéon. En Paja Blanca solo existe una poblacion
genética. Nizanda esta estructurada en dos poblaciones genéticas perfectamente
diferenciadas. Esta estructura puede deberse a un efecto Wahlund, efecto
metapoblacional, o un efecto migratorio.

Los resultados indican que la fragmentacion de habitat si tiene efectos sobre la
variacion genética de C. oaxacana, un habitat pequefio causa una disminucion en la
variacion genética, en comparacion a un habitat mas grande. Ademas, el aumento en las
distancias geograficas entre las poblaciones y la poca vagilidad de C. oaxacana causa
aislamiento entre las poblaciones, similar a la observada en poblaciones insulares, por lo
que la variacion genética depende en su mayoria de la mutacion.
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. INTRODUCCION

La diversidad biologica puede clasificarse en tres distintos niveles, el genético, la
rigueza y abundancia de especies y la diversidad ecosistémica, siendo la
diversidad genética uno de los niveles mas basicos de la diversidad biologica
(Eguiarte y Gonzalez, 2007). Es en el nivel genético donde se genera la variacion
que permite a las poblaciones evolucionar y adaptarse a su medio. Si no existe
variacion genética, las poblaciones no pueden adaptarse a las nuevas y diferentes
condiciones ambientales que ocurren a lo largo del tiempo. Tampoco cambiaran y
apareceran nuevas especies, por lo tanto no habria evolucion (Eguiarte y
Gonzalez, 2007; Molina-Freaner et al., 2010). Actualmente la diversidad de los
seres vivos atraviesan por una crisis. Muchas especies se encuentran
amenazadas o en peligro y en el peor de los casos, ya se han extinto por efecto de
las actividades del hombre (Rocha y Gasca, 2007).

La pérdida y fragmentacién del habitat estd considerada como una de las
causas principales de la actual crisis de biodiversidad (Santos y Telleria, 2006). La
expansion y degradacion ambiental causada por las actividades humanas han
dado como resultado cambios en la estructura y configuracion de habitats dentro
del paisaje. Esto conlleva a la transformacion de un habitat inicialmente dominante
y relativamente continuo a un conjunto de parches pequenos (Garcia, 2011),
produciendo un aislamiento geografico de los ecosistemas naturales vy
restricciones en la movilidad natural de las especies. Como consecuencia, habra
una reduccion de intercambio genético aumentando el riesgo de extincion (Morera
et al., 2007; Garcia, 2011).

El incremento de las actividades humanas trae consigo un detrimento de las

14



areas naturales, lo que significa una disminucién de la cantidad y diversidad de
habitat para todas las especies (Morera et al., 2007). Las especies de los habitats
en deterioro ven mermado el territorio disponible a la vez que se enfrentan a una
disminucién de sus poblaciones (Santos y Telleria, 2006). Cuanto mas pequefos
sean los remanentes de habitat, menor sera la densidad de la poblacion (Santos y
Telleria, 2006; Morera et al., 2007; Garcia, 2011), y mientras mas aislados
aumentara su dificultad de dispersion. En casos extremos las poblaciones quedan
totalmente aisladas, exponiéndolas a la degradacidon genética y a la extincion
(Morera et al., 2007; Garcia, 2011). La extincion o disminucién de poblaciones trae
consigo varios problemas, reduce el numero de individuos, hay una pérdida del
potencial adaptativo asociada a la pérdida de diversidad genética, y una
disminucién de eficacia biolégica promedio resultante de la acumulacién de alelos
deletéreos (Godoy, 2009).

La diversidad genética es importante para que pueda haber evolucion. La
teoria predice que los niveles de heterocigosidad se relacionan con los niveles de
diversidad y adaptabilidad de las especies (Reed y Frankham, 2003). Por eso la
heterocigosidad es una de las medidas mas usadas para determinar si una
poblacion tiene una buena adaptabilidad o no. La adaptabilidad de los organismos
se relaciona entre un 15 — 20% con la heterocigosidad, el tamafno de la poblacién,
y la variacion genética cuantitativa, por lo que estas medidas son buenos
indicadores (Reed y Frankham, 2003).

Para medir la diversidad genética se han desarrollado varias herramientas
moleculares que permiten describir patrones genéticos en las poblaciones

naturales a escalas que van desde individuos a especies (Godoy, 2009), una de
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ellas son los marcadores de tipo SSR (Simple Sequence Repeats), que son
secuencias denominadas microsatélite, muy abundantes en los genomas de
eucariotas y algunos procariotas. Estan constituidas por unidades cortas (motivos
basicos) de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tandem un elevado numero
de veces (Bruford y Wayne, 1993; Demarchi, 2009; Hedrick, 2011; Pico y Esteras,
2012).

Las secuencias microsatelitales se distribuyen en regiones codificantes y no
codificantes del DNA y se caracterizan por ser altamente polimérficos en cuanto a
su longitud (Vasquez y Morales, 2014). Muchos loci microsatelitales tienen altas
tasas de mutacion que causan pérdida o ganancia de repeticiones (Bruford y
Wayne, 1993; Ellegren, 2004). Esto explica porque estas secuencias son
altamente variables entre y dentro de individuos, cambiando la longitud entre los
distintos alelos del mismo locus, debido a un numero diferente de repeticiones del
motivo basico en cada caso (Pico y Esteras, 2012). Su elevado nivel de
polimorfismo es resultado de dos mecanismos de mutacion, el deslizamiento en el
apareamiento de las hebras de ADN (slippage misspairing) y el entrecruzamiento
desigual (unequal crossing over) (Vasquez y Morales, 2014). Por su abundancia
en el genoma de los organismos, sus altos niveles de polimorfismo y que son
fundamentalmente neutros (es decir no suelen estar bajo influencia de la
seleccidon), los microsatélites son muy usados en estudios de genética de
poblaciones.

Evaluar el estado genético de las poblaciones y proponer medidas que
ayuden a preservar la diversidad genética para la permanencia de las poblaciones

han sido los objetivos centrales de la genética de la conservacion (Godoy, 2009).
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Para lograr una conservacién a largo plazo es necesario permitir que sigan los
procesos naturales microevolutivos y la especiacion (Eguiarte y Gonzalez, 2007).
En términos evolutivos también es importante considerar la variacion cuantitativa,
la cual no presenta una segregacion clara, sino que se encuentra en un continuo
de la poblacién y esta codificada por muchos genes que se afectan por las

condiciones ambientales (Eguiarte y Pifiero, 1990).

17



Il. ANTECEDENTES

2.1 Estudios previos de genética de iguanas

Anteriormente se pensaba que logar tener muchos individuos de una especie
hacia que esta perdurara y actualmente sabemos que la diversidad genética es un
componente clave para la conservacion exitosa de las especies. Para desarrollar
buenas estrategias de conservacion, es importante relacionar el aspecto bioldgico,
ambiental y genético de las especies, de ahi la relevancia de los estudios de
genética de poblaciones.

En la actualidad, la gran mayoria de las especies de iguanas se encuentran
bajo algun grado de amenaza segun la IUCN. Es por eso que durante los ultimos
afnos se han desarrollado varios estudios sobre la genética de iguanas con miras a
la conservacion. Algunos de los estudios con marcadores microsatelitales hablan
de la caracterizacion de nuevos marcadores, otros van mas a fondo y hablan
sobre la diversidad y la estructuracién genética de poblaciones que directa o
indirectamente han sido afectadas por el hombre. En la Figura 1 se observa la
filogenia de la familia Iguanidae, y la distribucion geografica de algunas de las
especies selectas en las que se han desarrollado estudios de genética.

En las islas Galapagos desde siglo XVII las poblaciones de iguanas se han
visto afectadas por las actividades antropogénicas (Tzika et al., 2008). En los
ultimos afnos se ha estudiado la diversidad genética de estas iguanas para
optimizar los planes de conservacion. Steinfartz y Caccone (2006) aislaron y
caracterizaron 12 microsatélites, ademas de probar un microsatélite recientemente

obtenido para la especie Amblyrhynchus cristatus. Los 13 marcadores son
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capaces de asignar individuos de forma fiable a su isla de origen, logrando
discriminar entre los individuos residentes y migrantes entre islas.

Steinfartz et al. (2009) usaron los mismos marcadores para analizar la
estructura genética de Amblyrhynchus cristatus. Muestran que las iguanas
marinas ocupan tres clados generales. El primero que se encuentra ampliamente
distribuido en todo el archipiélago norte; el segundo que se encuentra sobre todo
en las islas orientales y centrales de mayor edad; y el tercero que se limita a las
islas mas joévenes del norte y del oeste.

Las iguanas terrestres de las islas Galapagos también se han visto
afectadas por las actividades antropogénicas. En el 2008, Tzika, utilizé nueve
microsatélites especificos para el género Conolophus en 703 iguanas del mismo
generd. Las muestras se obtuvieron de las islas de Isabela + Fernandina, Baltra,
Santa Cruz, Plaza Sur, Seymour Norte y Santa Fe, que son las seis islas donde
actualmente se distribuye la especie. Con este analisis se caracterizé la diversidad
genética dentro de las poblaciones y los niveles de diferenciacion genética entre
poblaciones. Determinaron que cinco poblaciones de iguanas representan
unidades de conservacion distintas y que algunos individuos procedentes de
Seymour Norte, supuestamente originados a partir de la poblacion natural de
Baltra, estan relacionados con las poblaciones de Isabela y Santa Cruz. Ademas,
encontraron cinco grupos con diferentes niveles de diversidad genética
intrapoblacional de las que Plaza Sur y Santa Fe tienen una diversidad
particularmente baja.

En el género Cyclura, que se distribuye en varias islas a lo largo del Caribe,

han aumentado los estudios genéticos ya que la mayoria de sus especies se
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encuentran en un grave peligro de extincion. An et al. (2003) caracterizaron 20
marcadores microsatélites de ADN nuclear en las tres subespecies Cyclura nubila,
(C. n. caymanensis, C. n. lewisi y C. n. nubila). Al analizar los marcadores en
conjunto para las tres subespecies, dos de los marcadores se mostraron fuera del
equilibrio de Hardy-Weinberg, pero para el analisis de cada subespecie todos los
marcadores presentaban un equilibrio dentro de Hardy-Weinberg.

También Lau et al. (2009) aislaron y caracterizaron 23 marcadores
microsatélites polimérficos para Cyclura pinguis, una especie endémica
catalogada en peligro critico de la isla de Anegada, en las Islas Virgenes
Britanicas. Mitchell et al. (2011) usaron estos marcadores para analizar la relacion
de parentesco de los individuos de C. pinguis criados en cautiverio en el Instituto
Zoolégico de San Diego para la Conservacion, y los compararon con 33 individuos
adultos de la isla de Anegada. Determinaron que existen tres pares de individuos
estrechamente relacionados entre los seis fundadores cautivos, pero cada par no
esta estrechamente relacionado con los otros dos pares.

Knapp y Malone (2003) hicieron un analisis de microsatélites para
determinar el éxito reproductivo y la estructura genética de una colonia trasladada
de la iguana de las Bahamas (Cyclura cychlura inornata) después de 10 afios de
introduccion. Sus datos indicaron que las posibles contribuciones de los padres
son iguales para los machos fundadores y para los machos subsecuentes. Aun
cuando tienen un nivel de variacién genética bajo, no parece tener efectos
negativos a corto plazo sobre las poblaciones trasladadas y hace a estos

individuos excelentes candidatos para programas de translocacién y repatriacion.
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Para el género Ctenosaura son pocos los estudios sobre variabilidad
genética, y la mayoria de ellos se hicieron para C. pectinata. Zarza et al. (2008),
utilizando datos de secuencias mitocondriales y nucleares, de C. pectinata, y
especies relacionadas, demostraron la existencia de linajes cripticos con fuerte
divergencia mitocondrial (> 4%) entre ellos. La estimacién de divergencia sugiere
que C. pectinata se origind durante el Plioceno, y que los primeros linajes de
mtDNA comenzaron a divergir geograficamente durante el Plioceno con
subsecuentes divergencias durante el Pleistoceno. Las poblaciones mas
ancestrales de C. pectinata son las que habitan en el norte y sur de las regiones
costeras de México, mientras que las mas nuevas se encuentran tierra adentro
como resultado de procesos de extincion y recolonizacién. Zarza et al. (2009),
aislaron y caracterizaron 10 loci microsatélites polimérficos para iguana negra (C.
pectinata). Probaron que siete de estos marcadores amplificaban en loci
polimdérficos para C. similis y tres para C. oaxacana (Cuadro 1). Esto facilitd
futuros estudios sobre la composicion genética de estas iguanas, principalmente
de C. pectinata.

Zarza et al. (2011) usando marcadores mitocondriales y los microsatelitales
desarrollados por Zarza et al. (2009) ponen a prueba la concordancia geografica
en la estructuracidon de lineas maternas con respecto a la estructuracién genética
en todo el genoma nuclear de C. pectinata, para los estados de Nayarit, Jalisco,
Colima y Michoacan. Encontraron que si bien hay estructura y zona de contacto
para ambos tipos de marcadores, estas no son geograficamente concordantes.
Existen cuatro lineas maternas en el area, mientras que se producen soélo dos

grupos nucleares. No hay barreras geograficas, ambientales o ecoldgicos
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evidentes, que den razdn a estas subdivisiones genéticas, por lo que la estructura
mtADN puede ser el resultado de los cambios climaticos del pasado, y la
estructuracion genética nuclear es consistente con el efecto de homogeneizacion

de la dispersién de machos.

Cuadro 1. Secuencias de los primers, repeticiones de motivos y tamafio en niimero de pares
de bases (pb). Los marcadores fluorescentes se indican como [H] (5HEX), [F] (6FAM).

. . Repeticiones Amplificado Amplificado
Locus Secuencia del Primer (motivo) Ctenosaura (pb) C. oaxacana (pb)
Pec01 F: [HIGGGTCTGTGAAGTAGATGC (AC) 93 - 101 i
FEU878555R R: GCAGTATATCCCCTCAAAGAC 12
Pec03 F: [HICCAGAGCAAATTCACAGATC
EUS78556  R: GGTCAGATGTAGTCCAGCATAG  (CACG):*(AC)s 219-221 268
Pec16 F: [HIGGCCTGGTAAAAATACTTCAG
EU878557 R: GTTTCGGGAAAAAGATTGTTGTG (AC)1s 214 - 239 226
Pec20 F: [FICTGGACAAAACTCTCACTCATC (AC) 296 - 228 )
EU878558 R: GTTTCCGCACAAACACTACAGATC 10
Pec25 F: [HIGGCTGTATATGTGATGAGAG
EU878561 R: CTGTGTTTGTGGGTATTG (ACh 186 - 194 190 - 203
Pec89 F: [F]TCTTCCCTGACTTCCATTC
EU878563 R: GCTGACTGCCATCTGTAAG (AC)12AT(AC)4 246 - 254 243 - 247
PecTN1 F: [FJATGGGTGACTGTAATGCG (CA),(CG)4(CA); + 919 - 291 ]
EU878564 R: GTTCCCTTTACGAAGATCC (CAG)sA(TGA)s

Faria et al. (2010) usaron los marcadores determinados por Zarza et al.
(2009) y registraron que en la poblacién de C. pectinata en Nizanda, Oaxaca, solo
el 11% de las hembras de la muestra tienen camadas con varios machos. Afirman
que las hembras son en su mayoria mondégamas, en contraste con otras especies
de iguanas que presentan altos niveles de paternidad. Ademas encontraron que
existe una alta presion de caza, por lo que se tienen implicaciones directas en la
pérdida de la variacion y diversidad genética en la poblacion.

Pasachnik et al. (2009) determinaron que existe hibridacion entre la iguana
endémica de Honduras C. bakeri y C. similis, lo que pudiera afectar a la

diferenciacién genética de la primera, pero como la hibridaciéon se encuentra en

23



niveles muy bajos no representan una amenaza para C. bakeri. Posteriormente
Pasachnik et al. (2010) mediante el uso de un arbol de genes multilocus,
elucidaron las relaciones entre el clado C. palearis, que incluye C. palearis, C.
melanosterna, C. bakeri y C. oedirthina, utilizando a C. similis como grupo externo.
Encontraron que las especies pasaron por una reciente y rapida especiacion,
dando como resultado cuatro especies endémicas altamente relacionadas.
Asimismo, utilizando AFLPs y datos de secuencias de DNA, Pasachnik (2010)
estudié las relaciones entre poblaciones de C. melanosterna que habitan en
Honduras. Encontré que las poblaciones continentales e insulares estudiadas no
compartieron ningun genotipo, indicando una separacion evolutiva entre ellas, por
lo que cada zona debe ser conservada de manera independiente.

Los estudios genéticos hechos con C. oaxacana o especies muy cercanas
son muy escasos. Hasbun (2001) utilizé genes mitocondriales del citocromo b y de
la NADH4 para elucidar relaciones filogenéticas entre los iguanidos, ademas de
describir la diversidad de Ctenosaura quinquecarinata. Subsecuentemente Hasbun
et al. (2005) usaron secuencias de DNA mitocondrial para investigar la diversidad
genética y biogeografica de los lagartos de cola espinosa mesoamericanos
amenazados del complejo Ctenosaura quinquecarinata. Encontraron tres linajes
monofiléticos alopatricos uno al norte que corresponde a México (Ctenosaura
oaxacana); el segundo en el centro que corresponde a Guatemala, El Salvador y
Honduras (Ctenosaura flavidorsalis); y el tercero al sur en lo que son Nicaragua y
Costa Rica (Ctenosaura quinquecarinata). La secuencia de divergencia promedio
observada entre linajes vari6 entre el 2% y el 3.7%, indicando que la divergencia

entre las especies del complejo fue muy reciente.
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Santos (2012) usando también los marcadores determinados por Zarza et
al. (2009) describio la variabilidad genética intrapoblacional de tres especies del
género Ctenosaura (C. pectinata, C. similis y C. oaxacana) presentes en la
localidad de Montecillo Santa Cruz, Oaxaca, en la region del Istmo de
Tehuantepec, con cinco marcadores microsatélites. Encontré que el uso para
consumo humano de estas iguanas en la localidad de Motecillo Santa Cruz no
afecta su variacion genética. Este es el unico estudio previo que trata sobre la

diversidad genética de C. oaxacana.

2.2 Especie de estudio

La iguana Nguio Cteosaura oaxacana (Figura 2) es una especie endémica de
México, separada de Ctenosaura quinquecarinata por Kohler y Hasbun (2001). C.
oaxacana se distrubuye en la vertiente pacifica del istmo de Tehuantepec en el
estado de Oaxaca y habita en tierras de selva baja caducifolia en altitudes que van
de los 0 a 250 m snm (Kdhler y Hasbun, 2001).

Su conducta es principalmente arbérea y cuando se siente amenazada se
esconde en huecos de arboles ubicados por lo general a una altura de 2 m por
encima del suelo (Kohler y Hasbun, 2001). Es muy posible que C. oaxacana no
sea especialista en el tipo de arbol que ocupa como habitat, ya que se le puede
encontrar en una gran diversidad de especies arboreas. La unica constante parece
ser que requiere las oquedades de los arboles para vivir (Diaz, 2014).

La coloracion en individuos adultos puede variar. Las bandas transversales
laterales oscuras del tronco pueden terminar lateralmente o migrar a la parte

ventral, y pueden variar en numero, de cuatro a seis. Estas bandas pueden ser
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completas, fragmentadas, bien definidas o apenas visibles. Las bandas caudales
también pueden variar de bien definidas y completas a fragmentadas, difusas o
ausentes. La division de color, entre la parte dorsal y la parte clara ventral en el

cuello puede ser muy marcada o de manera difusa (Kohler y Hasbun, 2001).
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Figura 2. Iguana Nguio (Ctenosaura oaxacana).

Presentan dimorfismo sexual. Los adultos machos comunmente exhiben un
patron de coloracién mas contrastante que las hembras, la cresta dorsal media es
mas pronunciada y el tamafo del cuerpo es mayor en machos (Kéhler y Hasbun,
2001). La época de reproduccion se limita a la temporada seca, entre noviembre y
mayo, la puesta de huevos se produce durante los dos primeros meses del afo y
las primeras crias se observaron en abril y mayo (Kohler y Hasbun, 2001).

Cada nidada tiene un promedio de 5.6 huevos (d.s. £ 1.75), tardando

aproximadamente 92 dias en eclosionar (Diaz, 2014). La talla minima al eclosionar
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es de 5.4 cm (d.s. £ 2.30) y la talla maxima de 17.50 cm (d.s. £ 2.30), durante sus
primeros tres afos de vida presenta un rapido crecimiento, después de este
tiempo el crecimiento es mas lento (Diaz, 2014). La talla maxima en adultos
machos es de 17 cm y de las hembras es de 12.4 cm (Kohler y Hasbun, 2001),
pero pueden alcanzar la madurez sexual a los 11.2 cm, con aproximadamente 1.5
anos de edad (Diaz, 2014).

Se estima que su densidad poblacional es mas alta que las de otras
iguanas, segun Rioja et al. (2012) es de 33.75 ind/ha en San Francisco del Mar,
mientras que Diaz (2014) la estima de 21.43 ind/ha en Nizanda.

Al mostrar preferencia por el habitat de selva baja caducifolia, se cree que
su distribucion se limita a menos de 100 km? con seis a diez subpoblaciones
sobrevivientes altamente aisladas debido a la deforestacion, la quema de habitat
frecuente, y la caza furtiva (Rioja et al., 2012). Actualmente esta catalogada como
especie Amenazada de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010 y en Amenaza

Critica segun la IUCN (2014).
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. OBJETIVOS
3.1 Objetivos generales
Determinar el efecto que tiene el tamafno del fragmento de habitat en la diversidad

genética de Ctenosaura oaxacana.

3.2 Objetivos particulares
Comparar con el uso de marcadores microsatelitales la diversidad, estructura y
flujo genético de C. oaxacana en dos localidades, una de bosque continuo

(Nizanda) y un fragmento de bosque reducido (Paja Blanca).
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IV.  JUSTIFICACION

La pérdida y fragmentacion del habitat esta considerada como una de las causas
principales de la actual crisis de biodiversidad (Santos y Telleria, 2006). En los
ultimos 20 anos, el estudio de los efectos bioldgicos de la fragmentacion de
habitats ha sido un tema de interés creciente en la investigacidén ecoldgica (Garcia,
2011). Entre las especies de reptiles con mayor amenaza de extincion esta C.
oaxacana, especie endémica de México (IUCN, 2014; Semarnat, 2010).

Este trabajo pretende evaluar el efecto de la fragmentacidn del habitat en la
diversidad genética de C. oaxacana comparando en un bosque continuo y un area
fragmentada, de tal forma que se aporte informacion nueva que permita crear

mejores estrategias de conservacion.
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V.  HIPOTESIS
La fragmentacion del habitat tendra un efecto fuerte en la variacion y
estructura genética de la iguana Nguio (Ctenosaura oaxacana), debido a la

baja movilidad, habitos arbéreos y alta selectividad de microhabitat.
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VI. PREDICCIONES
La poblacién del bosque continuo presenta una variabilidad genética alta y
se encuentre en equilibrio Hardy-Weinberg.
La poblacién del bosque fragmentado presenta endogamia, menor numero
de heterocigos, menor variacion genética y poca o nula estructuracion
genética.
Por la distancia existente entre las dos localidades esperamos que sean

dos poblaciones genéticas diferentes, cada una con sus propios alelos.
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VI.  METODO

7.1 Localidades de estudio

La localidad Nizanda con aproximadamente 10,132.32 hectareas (16°39°06.01"N
95°00°31.82” W; 16°38'54.94’N 95°00°34.27"W; 16°39°05.65"N 95°00°00.87"W;
16°38°53.82’N 95°00°02.50"W) (Diaz, 2015), en el municipio de Asuncién
Ixtaltepec en el distrito de Juchitan del estado de Oaxaca (Figura 2). Presenta una
vegetacion de tipo selva baja caducifolia. Su clima es de tipo calido subhumedo
con lluvias en verano (Aw) (INEGI, 2012).

La localidad de Paja Blanca (15°56'23.94"N 95°45'27.80"W; 15°54'51.59"N
95°43'49.91"W), en el municipio de San Pedro Huamelula en el distrito de
Tehuantepec del estado de Oaxaca (Figura 2). Presenta una vegetacion
fragmentada de tipo selva baja caducifolia. Su clima es de tipo célido subhumedo

con lluvias en verano (Aw) (INEGI, 2012).
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Figura 3. Mapa de zonas de colecta de Ctenosaura oaxacana. Las zonas rojas indican los
municipios donde se encuentran las localidades.
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7.2 Obtencién de muestras

Se colectaron 37 muestras de tejido en la localidad de Nizanda, tres fueron
colectadas durante el 2011, otras 15 fueron colectadas en octubre de 2013, y se
completaron con 19 colectadas la primera semana de febrero de 2014. En Paja
Blanca se colectaron 28 muestras de tejido en abril de 2014. Cada muestra se
almacend en un tubo eppendorf de 1.5 ml con etanol al 96% para conservar el

DNA.

7.3 Extraccion de DNA

Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN de Sunnucks y Hales (1996) y
Aljanabi y Martinez (1997) modificado, para realizar las extracciones de tejido
requeridas en este trabajo.

En tubos nuevos rotulados, se agregaron 500 pl de buffer TEN + SDS 2%.
(Apéndice 1). Se tomaron aproximadamente 3 mm® de muestra de tejido y se
agrego a los tubos nuevos con buffer. Se anadieron 10 uyl de proteinasa K
[20mg/ml] a cada tubo. Se dejé incubando durante dos dias en bloque de calor a
56 °C, agregando al segundo dia 10 yl mas de proteinasa K [20mg/ml]. Esto solo
se realiz6 con las muestras que tenian un afio o mas de almacenamiento, para las
muestras recientes se dejé incubando solo una noche con 10 pl de proteinasa K
[20mg/ml].

Para el tercer dia se afiadieron 100 ul de NaCl 5 M. Se vortexearon durante
30 seg, para posteriormente centrifugar durante 7 min 30 seg a 14,000 rpm a 4 °C.

Se transfirid el sobrenadante a tubos nuevos rotulados. Se agregaron 800 ul de

33



etanol al 100% a -20 °C, y se invirtieron los tubos suavemente de 4 a 7 veces,
dejandose toda la noche a -20 °C.

El cuarto dia se centrifugaron los tubos durante 20 min 30 seg a 14,000 rpm
a 4 °C. Posteriormente se decantdé el exceso de alcohol en un vaso de precipitado,
cuidando de no tirar el pellet. Se anadieron 800 ul de etanol 70% a -20 °C. Se
centrifugé durante 7 min 30 seg a 14,000 rpm a 4 °C; nuevamente se decantd el
exceso de alcohol, y por ultimo se secaron las muestras con ayuda de la
vacuofaga durante 30 min a 45 °C.

Una vez secas las muestras se afiadieron 50 uyl de agua inyectable y se

dejaron a -20 °C para uso posterior.

7.4 Visualizacion del DNA
Para determinar la presencia e integridad del DNA extraido, se tifidé 1ul de muestra
con 3yl de buffer de carga, y se visualizé por electroforesis con gel de agarosa al
1% P/V en buffer TAE 1 X. Se corrié en una camara de electroforesis con la fuente
de poder a 100 volts durante 40 min. Una vez terminé de correr el gel, se
fotodocumenté con la ayuda de un transiluminador con luz UV acoplado a una
camara digital con la ayuda del sofweer Kodak 1d3.6.

Para saber de forma cuantitativa la concentracion y pureza del DNA se

cuantificé mediante el NanoDrop 2000.

7.5 Amplificacién de microsatélites
Se utilizaron siete marcadores microsatelitales (Zarza et al., 2009), los cuales se

amplificaron con la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Para la sintesis de DNA se utilizaron primers marcados con fluorescencia (Cuadro
2).

Las condiciones para cada reacciéon de la PCR fueron 9.6 pl de agua
bidestilada, 1.5 pl Buffer 10X, 0.9 pyl MgCl, 50 mM, 0.6 pl de primer F, 0.6 ul de
primer R, 0.6 ul de DNTps, 0.2 pl de Taq polimerasa y 0.1 pl de muestra de DNA,
para un volumen final de 15 pl.

Para determinar las temperaturas éptimas se realizé un gradiente para cada
juego de primers (Cuadro 2). El programa utilizado para PCR de cada marcador,

se puede consultar en el Apéndice II.

Cuadro 2. Fluorescencia que marca a cada uno de los loci, motivos de repeticion que los
forman, temperaturas de los gradientes (Tg) y temperatura de amplificacion (Ta).

Locus Fluorescencia Motivos de repeticion Tg (°C) Ta (°C)
PecO1F
EU878555R SHEX (AC)12 46-62 49
il SHEX (CACG)4 + (AC)5 55-65 59
EU878556R
Pec16F
EU878557R SHEX (AC)18 46-62 49
Pec20F
EU878558R 6FAM (AC)10 46-62 49
Pec25F
EUS78561R O X (AC)11 50-60 52
Pec89F
EUS78563R 6FAM (AC)12AT(AC)4 50-60 59
PecTN1F

6FAM (CA)2(CG)4(CA)7 + (CAG)5A(TGA)5 50-60 59
EU878564R

7.6. Andlisis de datos

Los pesos moleculares de las amplificaciones se obtuvieron por lectura de
fluorescencia en el secuenciador y los cromatogramas se visualizaron con el

programa GeneMapper 4.0. Los alelos resultantes fueron codificados en una
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matriz en Excel 2010, y convertida a distintos formatos con el programa GenAIEx6

(Peakall y Smouse, 2006).

7.6.1 Equilibrio Hardy-Weinberg

El equilibrio Hardy-Weinberg es un modelo en el que si tenemos una
poblacién de tamafo infinito, en donde no hay factores que puedan cambiar las
frecuencias alélicas como seleccion, deriva genética, mutacién y flujo genético, y
que los apareamientos son al azar, las proporciones genotipicas no cambiaran en
el tiempo (Hedrick, 2011). El equilibrio Hardy-Weinberg describe el genotipo de los
organismos diploides en términos de frecuencias alélicas, basandose en el modelo
de segregacion mendeliana. Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg se
obtuvieron con el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2011), que para
detectar desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg utiliza una
prueba analoga a la prueba exacta de Fisher, usando una version modificada del
algoritmo de paseo aleatorio de la Cadena de Markov descrito Guo y Thompson
(1992). Para saber que la diferencia en la heterocigosis observada entre Nizanda y
Paja Blanca no se debe a las diferencias de los tamafios de muestra se hizo un

analisis de rarefaccion (Kalinowski, 2004).

7.6.2. Alelos nulos

Un alelo nulo es cualquier alelo en un locus de microsatélites que falla
constantemente para amplificar a los niveles detectados a través del PCR (Dakin y
Avise, 2004). Los alelos nulos pueden distorsionar los resultados reales, ya que

estos disminuyen la heterocigosis aparente en una muestra, interfiriendo asi con
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los esfuerzos para medir la diversidad genética en las poblaciones y la estructura
poblacional (Kalinowsk y Taper, 2006). Para saber si existia la posibilidad de
presentar alelos nulos se empleé el programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004). Este programa indica la presencia de alelos nulos. El
programa indica que una poblacion podria no ser panmictica cuando en la prueba
de probabilidad combinada muestra que hay un exceso significativo de todos los
homocigotos, y estos se distribuyen uniformemente a través de las clases
homocigotos, o si todos los loci muestran un exceso de homocigotos. El programa
calcula la frecuencia del alelo nulo (r), utilizando los métodos descritos por

Chakraborty et al. (1992) y Brookfield (1996).

7.6.3 Estructuracion genética

Una poblaciéon puede presentar diferencias en la variacidon genética entre sus
subpoblaciones dandole una estructura genética (Hedrick, 2011). Existen varios
métodos para estimar la cantidad de diferenciacion en las subdivisiones de una
poblacion. El mas utilizado son los estadisticos F, que son parametros que
describen el grado de diferenciaciéon genética y dan la probabilidad de que dos
alelos en diferentes poblaciones sean idénticos por estado (Hardy et al., 2003).
Este modelo no es muy adecuado para los microsatélites, ya que presentan una
tasa de mutacién alta (Bruford y Wayne, 1993; Ellegren, 2004); para ellos se
desarrollaron los estadisticos R, que se basan en el modelo de mutacion paso a
paso (SMM), y son analogos a los estadisticos F (Hardy et al., 2003). Para obtener

los estadisticos F y R se uso el programa Genepop 4.2 (Rousset, 2013) el cual los
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estima mediante un analisis ponderado de varianza descrito por Weir y
Cockerham (1984).

Para definir que individuos constituyen una poblacion, se usé el programa
Structure 2.3 (Pritchard et al., 2010) el cual asigna probabilisticamente a los
individuos con base en sus genotipos multilocus de uno a K diferentes
poblaciones. El método que usa es computacionalmente intensivo y por inferencia
de Monte Carlo via Cadenas Markov (MCMC). Se prob6é una K de 1 a 9, con
500,000 MCMC de iteracién y 250,000 repeticiones. Para saber cual era la K mas
probable se usé el programa Structure Harvester (Earl, D. A. y von Holdt, B.M.

2012)

7.6.4 Desequilibrio de ligamiento

Cuando los alelos de una poblaciéon se recombinan bajo lo esperado por Hardy-
Weinberg, se dice que los alelos se encuentran en un equilibrio de ligamiento.
Pero, cuando la tasa de recombinacion de alelos se reduce por la cercania que
existe entre un locus con respecto a otros, se dice que existe desequilibrio de
ligamiento (Hedrick, 2011). Las pruebas de desequilibrio de ligamiento se hicieron
con el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2011), que para los datos
genotipicos con fase gamética desconocida utiliza una prueba de la razén de
verosimilitud, cuya distribucion empirica se obtiene por un procedimiento de
permutacion (Slatkin y Excoffier, 1996). Esta prueba asume que los genotipos se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg; el rechazo de la prueba podria ser
debido a que la poblacién no esté en equilibrio Hardy-Weinberg (Excoffier y

Slatkin, 1998).
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7.6.5 Cuello de Botella

Se conoce como cuello de botella al evento durante el cual solo pocos individuos
sobreviven y continuan con la existencia de la poblacion (Hedrick, 2011). Esto
puede causar que las siguientes generaciones tengan poca variacion genética, y
en casos extremos pueden encontrarse al borde de la extincién. Para saber si en
estas localidades habria ocurrido un cuello de botella se usé el programa
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet y Luikart, 1996), que calcula para cada muestra de
la poblacion y para cada locus la distribucion de la heterocigosis esperada desde
el numero observado de alelos (k), dado el tamafio de la muestra (n) bajo el
supuesto de equilibrio mutacion - deriva. Esta distribucién se obtiene a través de la
simulacién del proceso de coalescencia de n genes bajo tres posibles modelos de
mutacion, el modelo de alelos infinitos (IAM), el modelo de mutacién paso a paso
(SMM) y el modelo de dos fases (TPM) que permite mutaciones de varios pasos.
Se calcula la heterocigosis promedio y se compara con la heterocigosis observada
para establecer si hay un exceso o déficit de heterocigotos en cada locus. La
desviacion estandar de la distribucion del equilibrio mutacion-deriva de la
heterocigosis se usa para calcular la diferencia estandarizada para cada locus. La
distribucion obtenida de la simulacién permite el calculo de un valor P para la

heterocigosis observada (Piry et al., 1999).
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VIlIl. RESULTADOS

8.1 Frecuencias alélicas y polimorfismo

El promedio de numero de alelos fue distinto en cada localidad (Cuadro 3). Para
Nizanda existe un promedio de alelos de 4.71, mientras que, Paja Blanca tiene un
promedio de alelos de 2.71, casi la mitad que Nizanda. El locus Pec 25 es el que
presenta mas variacion en ambas localidades con ocho alelos para Nizanda y
cinco para Paja Blanca. Los loci con menos variacion son distintos para ambas
localidades, para Nizanda Pec 89 y Pec TN1 son los menos variables con solo tres

alelos y para Paja Blanca Pec TN1 es monomorfico.

Cuadro 3. Numero de alelos encontrado en cada marcador para
cada localidad y su promedio alélico.

Alelos

Nizanda Paja Blanca

Pec 01 7
Pec 03
Pec 16

4

4

Pec 20 4
Pec 25 8
3

3

7

Locus

Pec 89
Pec TN1

Promedio 4

JlrPwaowwnd

1 2.

En ambas localidades se presentan distintos alelos para cada locus y los
alelos que se repiten lo hacen en distintas proporciones. Las frecuencias alélicas
para todos los loci, ademas de los alelos propios y compartidos entre las dos
localidades se muestran en la Figura 4.

Para Nizanda vemos que Pec 01 es el segundo locus mas variable con 7

alelos, pero en Paja Blanca es uno de los locus menos diversos con solo dos
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alelos. Ambas localidades presentan alelos unicos, pero el alelo mas frecuente es
el alelo 90.

El locus Pec 03 se tienen cuatro alelos distintos en Nizanda, el 217, 220 y
232 casi en las mismas proporciones, mientras que el 266 es muy raro. En Paja
Blanca Pec 03 solo presenta los alelos 266 y 270 en las mismas proporciones.

El locus Pec 16 es representado por cuatro alelos en Nizanda, donde el
mas frecuente es el alelo 228, y los alelos 220 y 232 son los menos frecuentes
pero exclusivos para la localidad. Paja Blanca presenté tres alelos, el 228 y 218, y
el alelo 202 exclusivo para esta localidad.

Pec 20 tiene cuatro alelos para Nizanda, el mas comun es el 230 y los
menos comunes son 232 y 220, los alelos 220 y 224 son exclusivos para la
localidad. Paja Blanca solo hay tres alelos, 230 es el mas comun, 232 y 234 son
muy raros, y este ultimo es exclusivo para la localidad.

El locus Pec 25 es el mas diverso de todos los loci analizados y ninguno de
los alelos se repite en las dos localidades, en Nizanda encontramos ocho alelos,
de los cuales los mas comunes son 186,188 y 194. Paja Blanca tiene cinco alelos
distintos, el mas comun es el 246.

En Pec 89 se encontraron tres alelos distintos, el 252 y el 248 son unicos
para Nizanda, siendo el 248 el mas comun. También Paja Blanca presenta tres
alelos, el 230y 234 son unicos para la localidad, y el 230 es el mas frecuente.

Pec TNl presenta tres alelos distintos en Nizanda del cual el mas

representativo es 202. En Paja Blanca Pec TN1 es monomorfico con el alelo 202.
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Figura 4. Frecuencias alélicas por localidad y por locus, se representa a Nizanda de color azul y a
Paja Blanca de color verde, en el eje de las X estén los alelos para cada marcador, y en el eje de las
Y esta el porcentaje de individuos que presentan ese alelo en cada poblacion.
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8.2 Alelos nulos

Solo se encontré que podria haber alelos nulos para el locus Pec 89 en Nizanda y
el locus Pec 25 en Paja Blanca. Aun cuando existen alelos nulos para cada
poblacion, estos locus son distintos en cada localidad. Esto indica que en realidad
los alelos nulos podrian no ser en realidad nulos para la especie, y mas bien ser la
variacion alélica de los marcadores Pec 89 y Pec 25 ocasionada por la evolucion
independiente en cada poblacidon, posiblemente por efecto de la distancia
geografica y diferencias del tamafio de area entre localidades.

Aun asi, es raro que todos los alelos de Pec 25 sean tan distintos entre las
dos localidades, y al salir positivo en las pruebas de alelos nulos, la variacién de
alelos puede ser causada por duplicaciones o deleciones en algunas regiones del
DNA. Para asi saber que tanto afecta Pec 25 en la variacién y estructura de las
poblaciones, se hacieron las pruebas de los estadisticos F y R, desequilibrio de

ligamiento, AMOVA y Structure, con y sin este marcador.

8.3 Heterocigosis y equilibrio de Hardy-Weinberg

Nizanda tiene cuatro de siete loci con una heterocigosis observada (Ho) distinta a
la heterocigosis esperada (Hg) (Cuadro 4), pero el promedio de las Ho y He no
muestra una diferencia significativa, lo que indica que la poblacién se encuentra en
equilibrio Hardy-Weinberg. Para Paja Blanca dos de los siete loci muestran una Ho
distinta a Hg, y uno de los loci (Pec TN1) es monomorfico (Cuadro 5). El promedio
de las Ho y He tampoco muestra una diferencia significativa, indicando que

tambien esta en equilibrio Hardy-Weinberg.
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Cuadro 4. Heterocigosis observada y heterocigosis esperada para cada marcador en las dos
localidades. (*) Valores con una diferencia significativa (p<0.05).

Nizanda Paja Blanca
Locus
Ho He Ho He
Pec 01 0.621* 0.584* 0.100 0.097
Pec 03 0.666* 0.69* 0.578 0.513
Pec 16 0.297 0.268 0.304 0.269
Pec 20 0.729 0.566 0.083 0.082
Pec 25 0.888* 0.793* 0.150* 0.489*
Pec 89 0.162* 0.504* 0.090* 0.255*
Pec TN1 0.272 0.242 - -
Promedio 0.519 0.521 0.217 0.244

El analisis de rarefaccion (Figura 5), vemos que la diferencia en la
heterocigosis observada entre Nizanda y Paja Blanca no se debe a las diferencias
de los tamafios de muestra, sino que esa heterocigosis es intrinseca de cada

poblacién.
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«=¢==Nizanda <©==Paja Blanca

Figura 5. Grafica de andlisis de rarefaccion de cdmo cambia la heterocigosis observada (Ho)
conforme cambia el tamafio de la muestra.

Los estadisticos F tienen poca diferencia entre las pruebas usando siete

marcadores y seis marcadores (Cuadro 5). Para la prueba con siete marcadores
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obtuvimos un Fir = 0.308, y para la prueba con seis marcadores el Fir = 0.276,
indicando en ambas pruebas que hay un déficit de heterocigotos en el total de la
muestra. Los Fst para la prueba con siete y seis marcadores fueron de 0.292 y
0.275 respectivamente; esto quiere decir que existe estructura genética entre las
dos poblaciones. El Fs obtenido para los siete marcadores fue de 0.022 y para
seis marcadores fue de 0.0006, por lo que podemos inferir que las localidades se

encuentran en un equilibrio Hardy-Weinberg.

Cuadro 5. Estadisticos F obtenidos con el programa Genpop. Del lado izquierdo estan los
resultados obtenidos con los siete marcadores, del lado derecho estéan los resultados
obtenidos al sacar a Pec25. (*) Valores con una diferencia significativa (p<0.05).

Siete marcadores Seis marcadores
Locus
I:IS I:ST I:IT I:IS FST FIT

Pec 01 - 0.058 0.156* 0.107 -0.058 0.156* 0.107
Pec 03 -0.021 0.256* 0.240 - 0.021 0.256* 0.240
Pec 16 -0.119 0.028 -0.085 -0.119 0.028* - 0.086
Pec 20 - 0.266 0.258* - 0.060 - 0.266 0.258* 0.060
Pec 25 0.090 0.340* 0.400* - - -
Pec 89 0.679* 0.555* 0.857* 0.679* 0.555* 0.857*
Pec TN1 -0.122 0.093* -0.017 -0.122 0.093* -0.017

Total 0.022 0.292* 0.308* 0.0006 0.275* 0.276*

Los estadisticos R tienen valores muy distintos entre la prueba con seis y
con siete marcadores (Cuadro 6). Para la prueba con siete marcadores se obtuvo
que Ris = 0.725, Rst = 0.801 y R;r = 0.945, indicando que hay mucha endogamia
en las poblaciones, que existe una estructura genética entre ambas poblaciones y
un déficit de individuos heterocigotos en toda la muestra. En cambio, la prueba
con seis marcadores resultdo que Ris = 0.192, Rst = 0.422 y Ryt = 0.533, indicando

de igual manera que hay endogamia en las poblaciones, una estructuracion
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genética y déficit de heterocigotos, pero todo en mucho menor grado que en la

prueba con siete marcadores.

Cuadro 6. Estadisticos R obtenidos con el programa Genpop. Del lado izquierdo estan los
resultados obtenidos con los siete marcadores, del lado derecho estan los resultados
obtenidos al sacar a Pec25. (*) Valores con una diferencia significativa (p<0.05).

Siete marcadores Seis marcadores
Locus
RIS RST RIT RIS RST RIT
Pec 01 0.128 0.102* 0.218 0.120 0.105 0.213
Pec 03 0.986* 0.540* 0.993* 0.704* 0.342* 0.805*
Pec 16 -0.136 0.079* -0.046 -0.117 0.038 -0.074
Pec 20 -0.372 0.315* 0.060 - 0.267 0.257* 0.059
Pec 25 0.083 0.961* 0.964* - - -
Pec 89 0.877* 0.952* 0.994* 0.648* 0.904* 0.966*
Pec TN1 -0.140 0.106* -0.019 -0.135 0.102* -0.018
Total 0.725* 0.801* 0.945* 0.192* 0.422* 0.533*

8.4 Anadlisis de varianza molecular (AMOVA)
Se realizaron dos analisis de AMOVA uno para Fst y otro con Rst, ambos para las
pruebas con siete y seis marcadores (Cuadro 7). En los analisis para Fst se
observd que en las pruebas con siete marcadores la mayoria de la variacion esta
dentro de los individuos (Fir = 64.10%), seguida por la variacién entre las
poblaciones (Fst = 31.61%), y por ultimo entre los individuos (Fis = 4.28%). Por el
contrario, para las pruebas con seis marcadores la mayoria de la variacion
también esta dentro de los individuos (Fir = 65.41%), seguida por la variacion
entre los individuos (Fis = 30.82%), y por ultimo la variacién entre las poblaciones
(Fst = 3.75%).

En los analisis con Rst para siete marcadores se observo que la mayor
diversidad se encuentra entre las poblaciones (Rst = 79.42%), seguida por la

diversidad entre individuos (Ris = 15.68%), y por ultimo la variacion dentro de los
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individuos (Rir = 4.88%). Al igual que en los Fsr, para las pruebas con seis
marcadores los resultados fueron distintos y la mayor diversidad se encontr6 entre
los individuos (Ris = 56.79%), seguida por la diversidad entre las poblaciones (Rsr

=79.42%), y por ultimo la diversidad dentro de los individuos (Rt = 6.67%).

Cuadro 7. Anédlisis de varianza molecular (AMOVA) hecho para siete y
seis marcadores, para estadisticos Fy R.

Fsr
Siete marcadores Seis marcadores
Fuente de variacion Porcentaje de . Porcentaje de N
L Coeficientes L Coeficientes
Variacion Variacion
Entre Poblaciones 31.61 Fst  0.31 3.75 Fst 0.3
Entre Individuos 4.28 Fis 0.06 30.82 Fis 0.05
Dentro de los Individuos 64.10 Fir 0.35 65.41 Fir 0.34
Rst
Siete marcadores Seis marcadores
Fuente de variacion Porcentaje de  Coeficiente Porcentaje de .
L L Coeficientes
Variacion S Variacion
Entre Poblaciones 79.42 Rst  0.79 36.53 Rst 0.56
Entre Individuos 15.68 Rs 0.76 56.79 Ris 0.84
Dentro de los Individuos 4.88 Rt 0.95 6.67 Rt 0.93

8.5 Desequilibrio de ligamiento

Para el analisis con los siete marcadores se encontré desequilibrio de ligamiento
en ambas localidades. En Nizanda todos los loci presentan desequilibrio de
ligamiento en al menos uno de sus locus (Cuadro 8). Pec 89 muestra desequilibrio
de ligamiento con todos los demas loci. Paja Blanca solo presenta desequilibrio de

ligamiento en Pec 03, Pec 20, Pec 25 y Pec 89 (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Desequilibrio de ligamiento encontrado en la localidad de Nizanda.

Nizanda
Locus Pec01 Pec03 Pecl6 Pec20 Pec25 Pec89 PecTN1

Pec 01 * + - - - -
Pec 03 + * - + + +
Pec 16 - - * - + - -
Pec 20 - + - * + + _
Pec 25 - + + * + +
Pec 89 + + - * +
Pec TN1 - + - - + *

Cuadro 9. Desequilibrio de ligamiento encontrado en la localidad de Paja Blanca.

Paja Blanca

Locus Pec01 Pec03 Pecl1l6 Pec20 Pec?25 Pec89 PecTN1

Pec 01 * - - - - - -
Pec 03 - * - + + - -
Pec 16 - - * - - - -
Pec 20 - + - * + . .
Pec 25 - + - + * + -
Pec 89 - - - - + * -
Pec TN1 - - - - - - *

En las pruebas sin el marcador Pec 25, vemos que para Nizanda aun hay
mucho ligamiento entre los marcadores, excepto por Pec 16 que no esta ligado a
ninguno (Cuadro 10). Paja Blanca solo presenta ligamiento entre Pec 03 y Pec 20
(Cuadro 11). Este resultado indica que en Nizanda y Paja Blanca existe alguna
fuerza evolutiva o grado de endogamia que causa ligamiento entre los

marcadores.
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Cuadro 10. Desequilibrio de ligamiento encontrado en la localidad de
Nizanda sin incluir al marcador Pec 25.

Nizanda
Locus Pec0l1 Pec03 Pecl1l6 Pec20 Pec89 PecTN1

Pec 01 * + - + + -
Pec 03 + * - + + +
Pec 16 - - * - - -
Pec 20 + + - * + -
Pec 89 + + - + * +
Pec TN1 - + - - + *

Cuadro 11. Desequilibrio de ligamiento encontrado en la localidad de
Paja Blanca sin incluir al marcador Pec 25.

Paja Blanca
Locus Pec01 Pec03 Pecl1l6 Pec20 Pec89 PecTN1

Pec 01 * - - - - -
Pec 03 - * - + - -
Pec 16 - - * - - -

Pec 20 - + - * - -
Pec 89 - - - - * -
Pec TN1 - - - - - *

8.6 Cuello de Botella

En los analisis con los siete marcadores, para Nizanda los test de Sing y de
Wilcoxon tanto para el IAM y el SMM muestra una P > 0.05, por lo que no hay
pruebas de que esta localidad haya sufrido algun cuello de botella. En Paja Blanca
obtuvimos en el test de Sing con ambos modelos mutacionales una P > 0.05, pero
con el test de Wilcoxon para el IAM obtuvimos una P > 0.05, y para el SMM una P
< 0.05, indicando que si es probable que en esta localidad haya estado sometida a

cuello de botella.
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En los analisis sin el marcador Pec 25 para Nizanda tampoco hubo
evidencias de que esta localidad pasara recientemente por un cuello de botella. En
la prueba sin Pec 25 para Paja Blanca, tampoco existen evidencias de que en la

localidad ocurriera un cuello de botella.

8.7 Estructura genética de las poblaciones

La prueba con los siete marcadores indico que en Nizanda y Paja Blanca hay tres
poblaciones representadas, una en la localidad de Paja Blanca y dos en la
localidad de Nizanda (Figura 6). Del total de individuos analizados (N = 65), el
43.07% (28 individuos) provienen de la localidad de Paja Blanca, y el 56.93% (37
individuos) restante pertenecen a la localidad de Nizanda. En Nizanda, sin
embargo, existen dos poblaciones, una poblacién con el 36.92% del total de
individuos (24 individuos) y la otra con el 20% del total de individuos (13

individuos), ambas estan bien diferenciadas.

Nizanda Paja Blanca

1.00

0.80
0.60
0.40

0.20

0.00 '
Figura 6. Tres poblaciones (Poblacion 1 en azul, poblaciéon 2 en verde y poblacién 3 en rojo).

Las pruebas con seis marcadores indican que solo hay dos poblaciones. De
los 65 individuos, el 63.07% (41 individuos) pertenecen a la poblacion de Paja

Blanca, mientras que el 36.93% (24 individuos) pertenecen a Nizanda (Figura 6).
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Figura 7. Dos poblaciones (Poblacién 1 en verde y poblacién 2 en rojo).

La localidad de Paja Blanca estad conformada en su totalidad por una sola
poblacién. La localidad de Nizanda esta conformada por individuos con genotipo
de Paja Blanca y genotipo de Nizanda (Figura 7). Los 13 individuos colectados en
Nizanda que estan mas relacionados a la poblacién de Paja Blanca que a la de
Nizanda, son los mismos 13 individuos que en la prueba con los siete marcadores

indicaron ser una tercera poblacion.
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IX.  DISCUSION

9.1 Variacion genética

En este estudio se encontré que existen diferencias en la diversidad alélica entre
Nizanda y Paja Blanca, lo cual podria deberse a la distancia geografica que existe
entre estas dos localidades (Hedrick, 2011). Asimismo el hecho de que Nizanda
presente mayor diversidad genética que Paja Blanca, puede deberse a que la
primera se distribuye una area boscosa extensa mucho mayor que la segunda
localizada en un pequefo remanente de selva. Esto cumple con la hipétesis de
que cuanto mas pequenos sean los remanentes de habitat, menor sera la
densidad de la poblaciéon (Santos y Telleria, 2006; Morera et al., 2007; Garcia,
2011). Entonces si hay mas area con bosque, hay mas arboles y por lo tanto mas
oquedades donde puedan encontrarse individuos y la poblacién serda mas
numerosa.

Los promedios de Hp y He para las dos localidades indican que estas estan
en un equilibrio Hardy-Weinberg; es decir, que parece que las fuerzas evolutivas
(migracion, mutacion, deriva genética, seleccion natural y sistemas de
apareamiento) no tienen un gran efecto sobre ellas. Sin embargo, hay que
considerar que el promedio de estos valores es bajo. Para Nizanda es menor que
la reportada para C. pectinata por Faria et al. (2010) en la zona, pero igual o
mayor que la reportada en islas (Cuadro 12). Para Paja Blanca, la heterocigosis
promedio es casi tan baja como los reportados para poblaciones de iguanas con
muy poca variacion como con Sauromalus hispidus en isla Alcatraz, donde Santos

(en proceso) reporta una heterocigosis observada 0.24 (Cuadro 12). Ademas, los
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Firy Rir de las pruebas tanto con seis y siete marcadores en ambas localidades
indican que existe un déficit de heterocigos en las dos poblaciones.

La variacion genética es la clave de la evolucién. Es en este nivel en donde
se dan los cambios que permiten a las especies adaptarse a las nuevas y
diferentes condiciones ambientales que ocurren a lo largo del tiempo (Eguiarte y
Gonzalez, 2007; Molina - Freaner et al., 2010). Debido a que la Ho y He y el
promedio de alelos son bajos comparadas a otras especies de iguanas, la

variacion genética de C. oaxacana puede considerarse como baja (Cuadro 12).

Cuadro 12. Diversidad genética reportada por varios autores para otras especies de iguanas
del género Cyclura, Sauromalus y Ctenosaura. De todas se reporta la localidad donde se
realizé el estudio, el nUmero de individuos analizados (N), el nimero de marcadores usados

(loci) y la heterocigosis observada (Ho) y esperada (Hg).

Especie Localidad N Loci # Alelos Ho He Fuente
Cyclura pinguis Isla Anegada 33 20 3.8 0.59 0.57 Mitchell et al., 2011
Ctenosaura hemilopha Sur de Sinaloa 30 10 6.3 0.46 0.63 Zarza et al., 2009
Ctenosaura conspicuosa Isla San Esteban 30 6 - 0.36 0.72 Pacheco, en proceso
Conolophus subcristatus Islas Galapagos 722 9 6 0.47 0.77 Tzika et al., 2008
Ctenosaura pectinata Nizanda 35 10 6.1 0.61 0.65 Faria et al., 2010
Sauromalus hispidus Isla Alcatraz 30 8 3.2 0.24 0.25 Santos, en proceso
Sauromalus obesus Bahia Kino 30 8 3.67 0.38 0.39 Santos, en proceso
Sauromalus varius Isla San Esteban 30 8 3.00 0.18 0.22 Santos, en proceso
Nizanda 37 7 4.71 0.519 0.521 En este trabajo
C. oaxacana Paja Blanca 28 7 2.71 0.217  0.244 En este trabajo

La diversidad alélica de C. oaxacana puede considerarse como baja. En

general todos los marcadores, presentaron menos diversidad alélica que la

reportada por Faria et al. (2010) para C. pectinata en Nizanda, a excepcion de Pec

20 que es monomorfico en C. pectinata (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Comparacion de la diversidad alélica de los siete marcadores
en C. pectinata y C. oaxacana.

# Alelos
Locus Ctenosaura pectinata Ctenosaura oaxacana
Nizanda Nizanda Paja Blanca
Pec 01 11 7 2
Pec 03 4 4 2
Pec 16 6 4 3
Pec 20 1 4 3
Pec 25 11 8 5
Pec 89 5 3 3
Pec TN1 6 3 1

Comparando el promedio de alelos obtenido en este estudio con previos
para otras especies de iguanas del género Cyclura, Sauromalus y Ctenosaura
(Cuadro 12) podemos notar que el promedio de alelos encontrado para C.
oaxacana en ambas localidades no es tan alto como lo reportado para otras
especies de iguanas en continente. Sin embargo, el promedio de alelos si es mas
alto que lo reportado en iguanas de islas.

C. oaxacana es una especie con muy poca movilidad, lo que la hace muy
vulnerable a los cambios en su ambiente. Las diferencias de diversidad genética
entre Paja Blanca y Nizanda puede deberse a que Paja Blanca es un remanente
de bosque aislado pequeno, mientras que Nizanda es un fragmento bosque virgen
muy grande que se extiende a lo largo de la sierra Atravezada de Oaxaca.

Los marcadores usados fueron disefiados para Ctenosaura pectinata, que
es filogenéticamente distante a Ctenosaura oaxacana (Figura 8). Esta distancia
podria ser la causa de que se encontrara menor diversidad genética en C.
oaxacana, ya que la retencion de los sitios del primer y el numero de alelos que

puede tener, disminuyen a medida de que aumenta la distancia evolutiva entre la
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especie para la que fue disefiado el marcador y la especie en la que se esta

usando (Moore et al, 1991; Primmer et al., 1996; Selkoe y Toonen, 2006).

Dipsosaurus dorsalis
Brachylophus fasciatus

100™ Brachylophus vitiensis

99 Iguana iguana
92 Iguana delicatissima
— auromalus ater
100 100U Sauromalus klauberi

Sauromalus hispidus
61"~ Sauromalus varius.
Cyclura pinguis
1 Cyclura comuta
100 (éyc!ura ricordi
87— Cyclura carinata
85 Cyclura collei
571" Cyclura rileyi
85 yelura nubila
56 86~ Cyclura cychlura
Amblyrhynchus cristatus
100+ Conolophus subcristatus
Conolophus pallidus
Ctenosaura similis
Ctenosaura hemilopha
Ctenosaura acanthura
Ctenosaura pectinata
gl 98| Ctenosaura melanostema
Ctenosaura cedirhina
Ctenosaura bakeri
4 Clenosaura palearis
Ctenosaura flavidorsalis
99Uy Ctenosaura quinquecarinala
72 ~ Ctenosaura oaxacana

Figura 8. Filogenia de la familia Iguanidae, obtenida de Pyron et al., 2013.

Ademas, usar marcadores disefiados para otra especie aumenta

la

probabilidad de presentar alelos nulos (Pico y Esteras, 2012), como la que se

tienen en el marcador Pec 89 para Nizanda y Pec 25 para Paja Blanca. Pero como

cada marcador resultd tener alelos nulos en una localidad y no en la otra, es

posible que la diversidad de alelos de cada localidad sea causada por fuerzas

evolutivas y no por artefactos.
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9.2 Estructuray flujo genético

La estructura genética de las poblaciones esta dada por la diferenciacién en la
variacion genética entre sus subpoblaciones (Hedrick, 2011). Esta estructuraciéon
puede deberse a distintas razones; por ejemplo, la mutacién y la migracion. La
mutacion causa una diferenciacion genética entre las distintas estructuras de la
poblacién, mientras que la migracion causa una homogenizacién de ellas. La
estructura genética es el resultado de ambos fendmenos que afectan de manera
diferente a las subpoblaciones.

Los resultados de Fsr indican una estructuracion poblacional, y ya que los
Rst son mayores a los Fst, hace suponer que la mutacion es mas importante que
la migracion para mantener la variacién entre las poblaciones (Hardy et al., 2003).
Los Fst y Rst son significativamente mayores que cero, lo que indica que existe
diferencia en la variacion genética de las dos localidades (Hedrick, 2011; Balloux y
Lugon-Moulin, 2002). El Fst en las pruebas con seis y siete marcadores dan
valores superiores a 0.25, el cual se considera como que existe una gran
diferenciacién genética entre las dos localidades (Balloux y Lugon-Moulin, 2002).
Igualmente, Rst de las pruebas son mayores que 0.25, sugiriendo también que
hay una clara estructura entre las dos localidades.

La diferenciacion entre las dos poblaciones es muy similar a la reportada
por MacAvoy et al. (2007) en su analisis de 232 individuos de tuatara (Sphenodon
spp.) con seis marcadores donde obtuvo una Fst = 0.26; pero es menor que la
reportada por Ciofi y Brukoford (1999) para 110 individuos de dragones de
Komodo (Varanus komodoensis) de seis localidades donde obtuvieron una Fsr =

0.32. Los Fst y Rst obtenidos en este estudio son también se encuentran dentro
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del rango de los Fsr y Rst obtenidos por Tzika et al. (2008) para 722 individuos de
Conolophus subcristatus obtenidos en seis islas en Galapagos (Cuadro 14). Esto
refleja que la estructura genética de C. oaxacana es similar a la de especies

insulares de reptiles.

Cuadro 14. Valores de Fst (sobre la diagonal) y Rst (debajo de la diagonal)
obtenidos por Tzika et al. (2008).

Isabela + Fernandina Baltra Santa Cruz  Plaza Sur Santa Fe

Isabela + Fernandina - 0.17 0.15 0.39 0.45

Baltra 0.18 - 0.18 0.5 0.69

Santa Cruz 0.13 0.15 - 0.33 0.45

Plaza Sur 0.54 0.59 0.37 - 0.76
Santa Fe 0.53 0.78 0.53 0.83 -

9.3 Efectos de la fragmentacion en las poblaciones

Una pérdida regional en la cantidad de habitat, trae una consiguiente reduccién en
el tamafio de las poblaciones de los organismos que ahi se encuentran (Santos y
Telleria, 2006). La disminucion y fragmentacién de ambientes por acciones
humanas conlleva a un deterioro progresivo de la calidad del ecosistema
remanente (Morera et al., 2007). Conforme aumenta las areas modificadas
disminuye el area de fragmentos con ecosistema original.

La fragmentacion tiene un efecto en las especies similar al esperado bajo
un modelo biogeografico de isla-continente. Si cada fragmento es visto como una
isla, y la matriz de area afectada es visto como la separacion existente entre cada
isla, veremos que mientras mas alejado este un fragmento de otro, menor sera el
intercambio genético que exista entre ellos (Hedrick, 2011). Pero, no todas las

especies reaccionan igual al efecto de la fragmentacion, dependiendo de la las
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caracteristicas fisicas y ecologicas de las especies sera el grado de afectacion que
tendran a la fragmentacion (Garcia, 2011).

C. oaxacana es una especie pequefia, que es consumida como alimento
por la gente nativa de la zona, cuenta con un area de distribucion pequefa, y solo
habita en el tipo de vegetacion de selva baja caducifolia (Rioja et al., 2012; Santos,
2012; Diaz, 2014). Esta selva se encuentra seriamente amenazada por
actividades antropogénicas como la agricultura y la ganaderia, lo que la hace
susceptible a la fragmentacion. La fragmentacidén separara a las poblaciones de
especies que la habitan, como es C. oaxacana.

Si tenemos una zona hipotética con 100 hectareas de superficie, y esta
tiene una capacidad de carga de 200,000 individuos de una especie, cuando dicha
zona se ve afectada por la destruccién y fragmentacion de habitats, reduciendo su
area a la mitad o menos, la capacidad de carga de la zona también se vera
afectada. Es decir, que de esos 200,000 individuos que habitaban las 100
hectareas, la mitad o mas se veran desplazados, pero, ;A donde van los
individuos desplazados?

En ambas pruebas de desequilibrio de ligamiento vemos que Nizanda tiene
mas loci ligados que Paja Blanca. El desequilibrio de ligamiento se da cuando dos
0 mas loci se encuentran muy cercanos en el cromosoma, pero también puede
deberse a diversos factores, como la deriva génica, mutacién, flujo genético y
endogamia (Hedrick, 2011). Al resultar las pruebas de cuello de botella no
significativas, sabemos que el desequilibrio de ligamiento observado no se debe a
la endogamia que causan los cuellos de botella. Se sabe que C. pectinata tiene

seis pares de cromosomas con centromero y 12 pares de micricromosomas
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(Gorman et al., 1967), si existen tantos cromosomas en este género es poco
probable que el desequilibrio de ligamiento se deba a que los loci se encuentren
cercanos unos de otros. Zarza et al. (2009) reporta que los marcadores disefiados
para C. pectinata y utilizados en este estudio no presentan evidencias de
desequilibrio de ligamiento.

El desequilibrio de ligamiento observado en cada localidad puede tener
origenes diferentes. Es probable que en Paja Blanca se deba al hecho de que la
poblacién presenta una menor variacion genética. Mientras que en Nizanda puede
ser el resultado de la existencia de las dos poblaciones genéticas intermezcladas
en una misma zona.

La presencia de dos poblaciones genéticas en Nizanda, una de ellas
cercanamente emparentada o idéntica a Paja Blanca, sugiere que cuando el area
de bosque que habitan las iguanas se ve reducida, estas migran a otro remanente
de bosque donde puedan establecerse. En este caso, el area de Nizanda es mas
grande que el fragmento de Paja Blanca y que varios fragmentos de la zona, por lo
que los 13 individuos encontrados podrian ser migrantes que recientemente
llegaron a la zona y aun conservan su identidad genética. Se espera que en
futuras generaciones se vayan mezclando generando una nueva identidad
genética de la zona. Algunos alelos se perderan, otros se conservaran, pero en

total se aumentaria la diversidad genética de Nizanda.
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9. 4 ¢;Por qué existe una segunda poblacion en Nizanda?

Es extrafo tener una localidad con dos poblaciones perfectamente diferenciadas
en sus geneotipos; pero es aun mas extrafio que la segunda poblacién de Nizanda
presente un genotipo similar o idéntico a Paja Blanca, dependiendo del numero de
marcadores con el que se analice.

Sabemos que las dos poblaciones que se encuentran en Nizanda no se
deben a una diferencia del genotipo entre sexos porque tenemos hembras y
machos en ambas poblaciones. La diferencia podria deberse a los periodos de
muestreo, ya que la poblacion mas chica esta formada por individuos de las
primeras colectas, exceptuando al individuo 14 que es de la ultima. Mientras que
la poblacién mas grande solo se conforma por individuos de la ultima colecta. Este
tipo de estructuracién podria deberse a varios fendmenos: 1) el efecto Wahlund
(Hedrick, 2011); 2) a que la localidad sea parte de una metapoblacion; 3) a la
migracion de individuos de otras zonas por destruccién de habitat; o, 4) que
Nizanda sea una zona de contacto entre los dos genotipos.

El efecto Wahlund es la reduccion en la heterocigosis esperada bajo Hardy-
Weinberg. Es posible que existan barreras que no sean visibles a simple vista y
causen de aislamiento reproductivo; un ejemplo puede ser la estructuracion social.
Estas barreras podrian explicar el porqué hay dos subpoblaciones genéticas, en
una sola localidad; pero, al no haber diferencias significativas entre la Ho y He
global de Nizanda bajo lo esperado en Hardy-Weinberg, hace que sea poco
probable que tengamos un efecto Wahlund. Para que el efecto Wahlund sea
posible debe existir una diferencia significativa entre las heterocigosis observada y

esperada.
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La presencia de las dos poblaciones en Nizanda por efecto
metapoblacional, estaria relacionada con la migracién entre las poblaciones que la
conforman. Una metapoblacién se da cuando los individuos que conforman la
poblacion estan divididos en subpoblaciones, estas subpoblaciones pueden estar
en distintos parches o dispuestos en habitats propicios en un ambiente continuo.
Estas subpoblaciones localmente sufren extinciones, invasiones vy
recolonizaciones que pudieran resultar en la mezcla de dos poblaciones genéticas
como las presentes en Nizanda.

C. oaxacana se estructura naturalmente en subpoblaciones en el continuo
de selva conservada a lo largo de la sierra atravezada, restringida por zonas
secundarias abundantes en arboles formadores de oquedades, que le brindan
refugio a la especie. La poblacion de Nizanda seria uno de esos parches en los
que la abundancia de la especie se incrementa, aun cuando existen individuos
ailsados dentro del resto de la selva. Asi, la poblacién de Nizanda podria estar
conformada por la colonizacion de individuos procedentes de localidades vecinas
gque se movieron a través de la selva. En este escenario esperariamos que las
poblaciones muestren una oscilacion en su genotipo, con periodos en los que
tenemos individuos hibridos entre poblaciones que después se vuelve a colonizar
con individuos de las localidades vecinas (Figura 9).

Un caso especia ocurriria si existiera algun efecto migratorio por
destruccion de habitat. De igual manera Nizanda seria una zona donde los
individuos de dos poblaciones distintas convergen, pero la segunda poblacion
provendria de poblaciones de C. oaxacana vecinas al ser destruidas despues de

la tala del monte para agricultura o ganaderia. Si este fendbmeno ocurri6 muy
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recientemente a nuestro muestreo, no habria tiempo suficiente para que la
convergencia de estas dos poblaciones empezara a formar organismos hibridos,

lo que resultaria en dos poblaciones claramente diferenciadas.

A) Existen tres poblaciones
perfectamente diferenciadas,
cada una en su propio habitat.

B) Una de los habitats desaparece y

" sus habitantes migran a los habitats

mas cercanocs.

C) En los habitats mas cercanos
ahora hay muchos individuos de la
poblacion nativa, y unos cuantos de la
poblacidn migrante.

Figura 9. Esquema de migracién de individuos por destruccién de habitat.

La idea de que Nizanda sea una zona de contacto entre dos zonas con su
propio genotipo no es absurda. Como podemos observar en la Figura 10, la

distribucion de C. oaxacana es en zonas costeras y en zonas serranas, y cada una
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podria tener su propia identidad genética. El problema con esta explicacion es que
Paja Blanca esta ubicada en la zona de costa, mientras que Nizanda esta en las
zonas serrana, ninguna de las dos esta cercana a un punto de convergencia, por
lo que la incognita seguiria siendo la misma, ¢Por qué Nizanda tiene dos

genotipos?

Puebla

Veracruz

Guerrero

Océano Pacifico

Figura 10. Esquematizacion de cémo se distribuirian los genotipos serranos y costeros alo
largo de toda la distribucién de Ctenosaura oaxacana.

Para poder resolver a esta pregunta seria necesario hacer mas muestreos
en un futuro. Si muestreamos de dos a tres localidades entre Nizanda y Paja
Blanca, 30 individuos en cada una de ellas, durante dos afios, podriamos saber si
es normal encontrar estas dos poblaciones en la zona a lo largo del tiempo o si
son individuos que migran de una zona que se va fragmentando a otra con mas

vegetacion.
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También podriamos muestrear otras dos poblaciones en la zona de
serranias y otras dos en la zona de costa, y comparar los genotipos resultantes.

Esto nos diria si realmente existe un genotipo serrano y uno costero.
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X. Conclusiones

Los estudios genéticos son sumamente importantes para descubrir
patrones en la distribucion y estructura de las poblaciones no observables a simple
vista. Actualmente la fragmentacion de habitats es un fenbmeno que amenaza
gran cantidad de ecosistemas y a las especies que habitan en ellos. La selva baja
caducifolia es un habitat altamente amenazado por el cambio de uso de suelo, y
es el tipo de vegetacién donde habita C. oaxacana, haciéndola una especie
propensa a verse afectada por la fragmentacion. Este estudio permitié notar que la
diversidad genética de C. oaxacana si se ve amenazada por la fragmentacion de
su habitat, lo que pone en riesgo la sobrevivencia de |la especie.

Encontramos que cada localidad presenta su propia identidad y estructura
genética, y que la diversidad genética se ve afectada por la fragmentacion de
habitat. Ambas localidades se encuentran en un equilibrio Hardy-Weimberg, pero
existe una clara diferencia en la diversidad genética entre el fragmento y el bosque
continuo. En el fragmento de Paja Blanca existe la mitad de diversidad de
heterdcigos y diversidad alélica que en el bosque continuo de Nizanda.

C. oaxacana presenta una diversidad menor a la de otras especies de
iguanas continentales, y en el caso de Paja Blanca similar que la reportada para
iguanas de islas. Ademas, presenta una estructura poblacional similar a la
observada en especies insulares de reptiles. Esto indica que la fragmentacién de
habitat y la poca vagilidad de C. oaxacana causa aislamiento entre las
poblaciones, similar a lo que se observa en poblaciones insulares. El aislamiento
de las poblaciones de C. oaxacana causa que en esta especie la mutacion sea la

fuente de variacion mas importante que la migracion.
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Un fendmeno interesante encontrado en este estudio es la presencia de dos
poblaciones genéticas en la localidad de Nizanda. Sabemos que esto no se debe
al muestreo porque todas las muestras fueron tomadas en la misma localidad.
Podria ser que exista alguna estructuracion social que cause estas diferencias
genotipicas, que Nizanda sea una zona conformada por una estructura
metapoblacional, o que sea una zona de contacto. Para poder resolver a esta

pregunta seria necesario hacer mas muestreos en un futuro.
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APENDICE |

Preparacién de Solucion de Lisis buffer TEN + SDS 2%

Reactivos

EDTA 2.85 gr
NaCl 0.8625 gr
SDS 3.15gr
Tris HCI 150 ml

Proteinasa K 26.25 mi

Preparacién

Colocar los 150 ml de Tris HCI 150 en un vaso de precipitado, y mantener
en constante agitacion. Agregar los 2.85 gr EDTA, una vez se diluya
totalmente agregar 10s.8625 gr de NaCl, luego agregar 3.15 gr de SDS y
por ultimo agregar los 26.25 ml de proteinasa K.

Almacenar a 4°C.
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APENDICE Il

Programas y temperaturas de amplificacion del PCR, para cada marcador.

Pec 01
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 49°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
Pec 03
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 65°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
Pec 16
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 49°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
Pec 20
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 49°C 45 seg
72°C 45 seg

1 72°C 5 min




Pec 25

Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
94°C 45 seg
30 52°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
Pec 89
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 59°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
TNA1
Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
94°C 45 seg
30 59°C 45 seg
72°C 45 seg
1 72°C 5 min
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